








Der Gehalt an Milchsiure 
und ..X-Siuren* im Blut und in Organen bei Ruhe, nach 
Muskelarbeit und bei verminderter Sauerstoffzufuhr. 


Von 


Séren L. Orskov. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 5. Januar 1932.) 


Methodik der Organversuche. 


Die friiher eingehend besprochenen Methoden zur Bestimmung 
des Gehalts an Milchsaure und X-Sauren im Blut (die Gesamtmenge 
der atherléslichen Saéuren — Milchséure habe ich als X-Sauren be- 
zeichnet) wurden auf die Untersuchung von Gewebe iibertragen. 


Die Gewebsteile wurden sofort nach der Herausnahme in fliissige 
Luft eingebracht, teils um die chemischen Prozesse in den Zellen zum 
Stillstand zu bringen, teils weil die gefrorenen Organteile bequem zu einem 
feinen Pulver zerrieben werden kénnen. Fiir jede Probe wurden etwas mehr 
als 5g Organ genommen. Die Zerquetschung erfolgt in einem mittels 
fliissiger Luft abgekiihlten Porzellanmérser (Pistill ebenfalls abgekiihlt). 
Zuvor wurden in gewogene Wageglaser mittels Pipette 15 ccm 0,2 n H,SO, 
abgemessen und die Glaser im Eisschrank abgekiihlt. 

In jedes Wageglas wurden 5g Organpulver gegeben (das Wageglas 
wird auf die eine Waagschale gestellt, auf die andere das Gewicht des 
Wageglases + licem 0,2n H,SO,+ 5g), dann wurde mit dem Spatel 
umgeriihrt und das Glas bei 0° bis zum niachsten Tage im Eisschrank auf- 
bewahrt. Nach dem Zentrifugieren und Filtrieren wird das halbe Volumen 
einer 16°,igen Na,SO,-Lésung zugesetzt; nach einigen Stunden Stehen- 
lassen und erneutem Zentrifugieren und Filtrieren ist das gewonnene 
Filtrat zur Extraktion fertig. Die Verdiinnung betrigt also 1:5; bei der 
Berechnung wird das spezifische Gewicht der Organe = | gesetzt. 

Bei der Probeentnahme aus Muskelgewebe von Kaninchen spaltet man 
die Haut iiber dem Muskel (in den meisten Fallen M. gastrocnemius). durch- 
schneidet die Sehne, und mit einigen kraftigen Schnitten wird der gr6éBte 
Teil des Muskels abgetrennt und in fliissige Luft getaucht; um Blutung zu 
verhiiten, wird das Glied oberhalb der Schnittstelle abgebunden. 

Die Leberprobe wird durch eine groBe Offnung im Peritoneum heraus- 
genommen, nachdem man zuvor die Basis des Lappens durch einen dicken 
Leinfaden derart fest abgebunden hat, daf keine Blutung erfolgen kann 
ohne daB jedoch das Lebergewebe verletzt wird. 
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Die Probeentnuahme aus Muskel, Leber und Nieren soll im ganzen 
nicht mehr als einige Minuten beanspruchen. 

Es war anzunehmen, da8 die Zirkulation innerhalb der kurzen Zeit. 
von welcher hier die Rede ist, nicht nennenswert beeinfluBt wird; es zeigt 
sich immerhin von Bedeutung, in welcher Reihenfolge die Proben ent- 
nommen werden. , 

Die zunachst mitgeteilten Versuche bezwecken die Feststellung 
der bei einer derartigen Versuchsanordnung in den Organen vorhandenen 
Milchsaure- und X-Séurenmengen. Bei diesen Versuchen hat sich gezeigt, 
daB der Milchséiuregehalt der Muskeln erheblich giéBer ist als der der 
ubrigen Organe, und daB er sehr erheblich schwankt. 

Carlstrém, Ege und Henriques haben in auf ungefahr gleiche Weise 
behandelten Kaninchenmuskeln 45 bis 48 mg-°/, gefunden. 


Versuch 1. 
3. September 1930. Katze. Gewicht 3,3 kg, 2 g Urethan pro Kilogramm 
subcutan; die Organe werden 2 Stunden spater in folgender Reihenfolge 
entnommen: Leber, Niere, Blut und Muskel. 


Sauren in Millinormalitat. 





Leber Niere Muskel 


X-Sauren 2.3 


Ae ee ee ee 595 5,38 
ne pie ee ee ae 1 é 
Gesamtmenge der atherlosl. Sauren . 5,1 7,65 


Versuch 2. 
8. September 1930. Katze. Gewicht 4,2 kg, 2'/,g Urethan pro Kilo- 


gramm. Die Proben werden nach Verlauf von 1'/, Stunden in folgender 
Reihenfolge entnommen: Leber, Niere, Blut und Muske!. 


Sauren in Millinormalitat. 





Leber Niere Muskel 
9 ,60 : 5.30 
1 yl ‘ 

0: 8 5,9 10,00 


0 a ee ar ‘ 
pe eee Te ee ae 6, 
Gesamtmenge der atherlésl. Sauren . 8 


Versuch 3. 


18. Marz 1930. Kaninchen. Gewicht 2,3 kg, 2,5 g Urethan pro Kilo- 
gramm. Nach 1 Stunde Probeentnahme in nachstehender Reihenfolge : 
Blut, Muskel, Niere, Leber. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blut vor | Blut 1 Std. 
| Urethan- nach Muskel| Niere | Leber 
| gabe Urethan 


DNS g's. og es ee 1,59 
X-Saéuren ..... Pe ede es 1,3 
Gesamtmenge der atherlésl. Sauren . 2,86 





Gehalt an Milchsaure und ,,X-Sauren** im Blut usw. 


Versuch 4. 

5. April 1930. Kaninchen. Gewicht 2,2 kg, 2g Urethan pro Kilo- 
gramm subcutan. Probeentnahme | Stunde spiter. Das Kaninchen ist 
zu diesem Zeitpunkt etwas cyanotisch (Ohren). Erst Blutprobe, dann 
Muskel-, Leber- und Nierenprobe. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blut Muskel Leber 


Milechsture ...... Per 1,60 4,23 1,56 1,72 
Ea ae ee 2,6 2.1 6,7 15 
Gesamtmenge der atherlésl. Sauren . 4,16 6.30 8,23 11,2 


Versuch 35. 
24. April 1930. Kaninchen. 2!/,g Urethan pro Kilogramm subcutan. 
Nach | Stunde Blutentnahme und Organproben in nachstehender Reihen- 
folge: Blut, Niere. Muskel und Leber. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blut Niere Leber Maskel 


Milchsiure . . We haere 0,78 3,14 7,43 2,10 
X-Sauren .. ‘ 3,0 9.6 4.5 a 
1.9 


Gesamtmenge der atherlésl. Sauren . 4,82 12.7 1 8.8 


Versuch 6. 


31. Mai 1930. Katze. Gewicht 2,8 kg, 2'/, g Urethan pro Kilogramm. 
Nach 2 Stunden wurde eine Carotiskaniile eingelegt, wonach Blut- und 
Organproben in nachstehender Reihenfolge entnommen wurden: Blut, 
Niere, Leber und Muskel. 


Sauren in Millinormalitat. 





Niere Leber | Muskel 


Te gk wy te gg 3,36 3, 4,18 7, 
EE a ae : , 6,4 2, 
Gesamtmenge der itherldsl. Sauren . ’ : 10,5 10, 


95 
2 
1 


Um die Bedeutung der Reihenfolge der Probeentnahmen festzustellen,. 
wurde ein Versuch ausgefiihrt, bei dem jedoch nur die Milchséure bestimmt 
wurde. 

Versuch 7. 

17. Januar 1930. Kaninchen. Gewicht 2,4kg, 2,5g Urethan pro 
Kilogramm. Erst wurde die Blutprobe entnommen, dann Proben aus Leber. 
Niere und Muskel, dann wiederum Blut- und Leberprobe. Milchséure in 
Millinormalitat. 





1. Blut- 1. Leber- aed . 2. Blut- 2. Leber- 
probe probe Niere Muskel probe probe 


Milchsiure . . ; i 3.42 5,17 2.60 2.88 


1 * 
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Es ergibt sich, daB verschiedenen Organen ungefahr zur gleichen 
Zeit entnommene Proben nicht die gleiche Menge Milchsaiure und 
X-Sauren enthalten; in den Muskeln ist der Milchséuregehalt auBer- 
ordentlich schwankend, was méglicherweise auf eine wahrend der 
Probeentnahme eintretende Milchséiurebildung zuriickzufiihren ist. 
Was die Milchsiuremenge betrifft, findet man in den anderen Organen 
in den meisten Versuchen fast gleichliegende Werte; ferner zeigt sich, 
daB die zuerst genommenen Proben die niedrigsten, die zuletzt ge- 
nommenen die héchsten Werte aufweisen. 

Wahrend der Milchsauregehalt in den Muskeln immer am gréBten 
ist, begegnen uns die gréBten X-Siurenmengen in Leber und Niere. 
DaB die Niere einen erheblichen Gehalt an X-Sauren aufweist, ist 
vielleicht nicht so auffallig, da der Harn, wie sich herausstellte, weit 
mehr atherlésliche Saure als Milchséiure enthalt, und zwar betragt die 
Millinormalitat der Milchsiuremenge hier ungefahr 2, wahrend die 
Millinormalitat der iibrigen atherléslichen Saéuren in den untersuchten 
Fallen zwischen 30 und 50 liegt. (Werte, die den von Widmark (2) 
gefundenen entsprechen.) 

Kin Teil der groBen X-Saurenmenge der Leber mag méglicherweise 
aus Gallenséiuren bestehen, da diese in Ather einigermaBen léslich sind. 

Alles in allem gilt, daB die bei selbst in sehr kurzen Zwischen- 
raumen entnommenen Organproben gefundenen Milchsiure- und 
X-Saurenwerte derart stark schwanken, daB sehr groBbe Verinderungen 
erforderlich sind, um bei irgendeiner Einwirkung sichere SchluB- 
folgerungen ziehen zu kénnen. 

Zur Feststellung derjenigen Faktoren, die fiir die X-Saurenmenge 
von Bedeutung sind, wurden einige Versuche ausgefiihrt. 


Einflu6 der Muskelarbeit auf den Gehalt an X-Siuren im Blute und in Organen. 


Zwei verschiedene Methoden wurden angewandt, um die Tiere 
eine kraftige Muskelarbeit leisten zu lassen; teils habe ich die Tiere 
wahrend einiger Minuten sich lebhaft bewegen lassen, dann durch 
Genickstich getétet und die Organproben entnommen, teils habe ich 
die Kaninchen durch Genickstich getétet, dann sofort eine Tracheal- 
kaniile eingelegt mit darauffolgender kinstlicher Respiration und die 
Organproben bei Ruhe entnommen; danach wurde eine Muskelgruppe 
mittels Induktionsst6éBen gereizt; wenn die Kontraktion der Muskeln 
wegen Ermiidung abzunehmen begann, wurde eine neue Probe 
entnommen. 

Dem letzteren Verfahren haftet der Nachteil an, daB in den Muskeln 
bereits vor der Reizung mittels Induktionsst6Ben eine bedeutende 
Menge Milchséure vorhanden ist. 
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Die Steigerung der X-Siurenmenge ist in allen Versuchen deutlich, 
in einigen sogar sehr bedeutend. 

In einigen Versuchen wurden nach der Arbeit auch Leber- und 
Nierenproben entnommen; da uns indessen, was diese Organe betrifft, 
der Muskelarbeit vorausgehende Ruhewerte nicht zur Verfiigung stehen, 
1aBt sich die Veranderung nur durch Feststellung des Unterschiedes 
zwischen den hier gefundenen Werten und den bei urethanisierten 
Kaninchen gefundenen Werten annahernd beurteilen. Die Mittelwerte 
der X-Sauren bei Ruhe betragen fiir Leber 5,6, fiir Niere 5,7 und fiir 
Muskeln 3,1, in Millinormalitat angegeben. 

Zunachst seien folgende Versuche mitgeteilt. 


Versuch &. 


21. Marz 1930. Kaninchen. Erst 1 Stunde in Ruhe gelassen, danach 
Blutprobe entnommen, wonach man das Kaninchen bis zur Ermiidung 
arbeiten lieB; dann wiederum Blutprobe, Genickstich und kiinstliche 
Respiration und Probeentnahme aus Muskeln, Leber und Niere. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blut Blut Muskel Leber Niere 
vor der nach der nach nach nach 
Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit 


Milohsdure .......4. 1,38 21,2 28.5 25 15,6 
X-Siuren. .. 0,9 6,0 8,1 ;, 6,4 


Gesamtmenge der ither- 
loslichen Séuren. . . . 2,32 27,2 36.6 22.0 


Versuch 9. 

5. April 1930. Kaninchen. Gewicht 2,3kg. Erste Blutprobe nach 
einstiindiger Ruhe. Danach kraftige Arbeit und wiederum Blutprobe, dann 
Genickstich und sofortige Einlegung einer Trachealkaniile, kiinstliche 
Respiration und Probeentnahme aus Muskel, Leber und Niere. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blutprobe  Blutprobe Muskel Leber Niere 
vor der nach der nach nach nach 
Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit 


Milchsture ....... Jt 16,9 ; 13,1 18,9 
NS o> gn ee 4.6 8! 8.4 6,8 
Gesamtmenge der Ather- 

léslichen Sauren. .. . Jt 21,5 34,4 21.5 25,7 


Mit der zweiten fiir Arbeitsversuche verwendeten Methode: Genick- 
stich, kiinstliche Respiration, Probeentnahme aus dem einen Gastro- 
cnemius, danach Reizung des anderen Gastrocnemius durch N. ischia- 
dicus sind nur wenige Versuche unternommen worden, deren Ergebnisse 
jedoch denen der vorhergehenden Versuche entsprechen, daB namlich 
ermiidende Arbeit eine erhebliche Zunahme der X-Saéurenmenge hervor- 
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ruft; gleichzeitig erweisen diese Versuche, daB dieses Verfahren bereits 
vor der Reizung des N. ischiadicus eine auBerordentlich groBe Milch- 
sdurebildung bewirkt. Mit der Reizung des N. ischiadicus mittels 
Induktionsst6Ben (ungetihr fiinf pro Sekunde) wurde fortgefahren, 
bis die Kontraktionen des Muskels schwach wurden. Dies beansprucht 
2 bis 10 Minuten. 
Versuch 10. 

9. April 1930. Kaninchen. 2,0kg. Erst 1 Stunde in Ruhe gelassen, 

dann Blutprobe entnommen. Danach Genickstich und kiinstliche Respiration. 


Sauren in Millinormalitat. 





Blutprobe Gastrocnemius Gastrocnemius 
vor nach nach Reizung mit 
Genickstich Genickstich Induktionsstéfen 


Milchsiure . . ae ae 1,01 39,0 
ee ee 2.5 8. 11,7 
Gesamtmenge der ither- 

léslichen Sauren. . . . 3,54 51,7 


Versuch 11. 


10. April 1930. Kaninchen. Gleiches Verfahren wie in vorhergehenden 
Versuchen. 5 Minuten nach Abtrennung des letzten Gastrocnemius und 
Aufhéren der Reizung wird dem angrenzenden Muskelgewebe, welches sich 
ebenfalls wahrend der Reizung kontrahiert hat, eine Muskelprobe ent- 
nommen. 

Saéuren in Millinormalitat. 





Gastrocnemius 

nach Reizung Muskelprobe 

mit Induktions- 5 Min. spiter 
stéBen 


Blutprobe Gastrocnemius 
vor nach 
Genickstich Genickstich 


Milchsfure. . . ... , 4 48,0 43,7 
M-Sduren . 1.3... i 4,8 5,8 
Gesamtmenge der 

atherloslichen Sauren . 6 52,8 49.5 


Versuch 12. 


15. April 1930. Kaninchen. Verfahren wie bei den vorhergehenden 
Versuchen. Erst nach Reizung wahrend 10 Minuten mittels Induktions- 
stéBen sind die Kontraktionen ganz schwach. 


Saéuren in Millinormalitat. 





) G , ius - Gas J i 
Blutprobe Gastrocnemius Leber nach | Niere nach. @@Strocnemius 


vor nach yet ; ; Pa nach In- 
Genickstich| Genickstich duktionsstéBen 


Genickstich Genickstich 


Milchsaure 1,00 8,47 43,0 
X-Sauren ...:. | 2,38 ‘ 5,6 6 11.8 
Gesamtmenge der 

atherléslichen 

Sauren .... | 3,38 
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In den nachstehenden drei Versuchen wurden die Kaninchen erst 
1 Stunde in Ruhe gelassen; nach erfolgtem Genickstich sofort kiinstliche 
Respiration; der eine M. gastrocnemius wurde als Ruheprobe genommen, 
danach der andere mittels Induktionsst6Ben durch N. ischiadicus bis zur 
vollstandigen Ermiidung gereizt. 





M. gastrocnemius bei Ruhe 


M. gastrocnemius nach Arbeit 





Gesamtmenge 


Gesamtmenge 
Milchséure X-Situren der. Milchsaure | X-Sduren der 
atherlislichen atherléslichen 
Sauren Saduren 
Versuch 13 12,2 1.4 16.6 24,4 8,6 32,0 
" 14 5,4 5,8 11,2 34,2 11,0 45,2 
2 15* 25,0 5,6 30,6 41,8 12,7 54.5 


* Das Kaninchen zappelte lebhaft vor dem Genickstich 
SchlieBlich wurden auch in der Weise Versuche ausgefiihrt, dab 
man erst den Kaninchen Blut entnahm, nachdem man sie 1] Stunde in 
Ruhe gelassen hatte; danach lieB man sie 5 Minuten intensiv arbeiten, 
nach 10 bzw. 40 Minuten wurden wiederum Blutproben entnommen. 

Diese Versuche sollten auch dariiber AufschluB geben, wie schnell 
die Milchséure nach Muskelarbeit aus dem Blute verschwindet. 


Versuch 16. 


25. November 1930. Séuren in Millinormalitat. 





Gesamtmenge 


der dtherléslichen  Milchsture X-Sturen 


Sturen 
Vor der Arbeit nach einstiindigem 
Re Sa7th frre ods 5 3,4 1,6 1,8 
10 Min. nach der Arbeit ..... 15,8 11,9 39 
40 Min. nach der Arbeit .... . 8,56 6,20 24 


Versuch 17. 


25. November 1930. Séuren in Millinormalitat. 





Gesamtmenge 
der atherlislichen Milehsture X-Sturen 
Stiuren 
Vor der Arbeit nach einstiindigem 
Ruhen ee tae SG ase 4,00 2,67 2.3 
10 Min. nach der Arbeit .... . 26.6 19,1 7,5 
40 Min. nach der Arbeit ..... 15,0 12.6 2.4 


In einem Versuch wurden nach der Arbeit mehrere Proben entnommen 
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Versuch 18. 


27. Marz 1930. Kaninchen. Erste Blutprobe nach einstiindigem Ruhen. 
Danach kraftige Arbeit wahrend einiger Minuten. 


Saéuren in Millinormalitat. 





Gesamtmenge 
Milchsiure X-Sduren | der atherléslichen 

Saéuren 
Cf eT ee 1,8 3,4 5,16 
Unmittelbar nach der Arbeit .. . 19,1 4,7 23,8 
10 Min. nach der Arbeit . .... 16.0 5,1 21,1 
ws ra P a ey ee 12,0 5,2 17,2 
80 . iy ‘ e Se 9,15 5,5 14.6 
50 , i ‘ ss ies Raila 4,58 3,4 9,0 
70 . ‘ - ‘s er aa 2,74 3,9 6,68 


Der X-Saiurengehalt weist eine erhebliche Zunahme auf. Gleich- 
zeitig hat aber der Milchsauregehalt ebenfalls erheblich zugenommen; 
der Milchsauregehalt ist unmittelbar nach der Arbeit am gréBten, 
wahrend das Maximum der X-Sauren erst nach 1/, Stunde erreicht wird. 

Da bei weitem die meisten Arbeitsversuche mit Fréschen vor- 
genommen wurden, wurden mit Froschmuskeln einige Versuche an- 
gestellt, um zu untersuchen, ob die Arbeit auch hier eine Zunahme des 
X-Saurengehalts herbeifiihrt. Diese Versuche wurden mit einer von 
den obigen Versuchen etwas abweichenden Methode vorgenommen, 
indem das gefrorene Muskelpulver im fiinffachen Volumen n/10 H,SO, 
aufgetaut und fiir die Ausschiittelung dann die Extraktionsfliissigkeit 
nach dem Abzentrifugieren des Muskelpulvers ohne Fallung mit Na, SO, 
benutzt wurde. 

Nervi ischiadici werden ein paar Stunden vor dem Arbeitsversuch 
durchschnitten. Die Muskeln werden indirekt gereizt. Im Versuch 19 hat 
der Muskel 300 Kontraktionen ausgefiihrt ; in den iibrigen Versuchen wurde 


mit den Induktionsst6Ben fortgefahren, bis sich die Muskeln nur schwach 
zu kontrahieren vermochten. 














M. gastrocnemius bei Ruhe M. gastrocnemius nach Arbeit 
Gesamtmenge Gesamtmenge 
es ob Ser hide der ee ‘ der 
Milchsdure | X-Sauren Atherlislichen Milehsdure X-Sturen | stherjislichen 
Sturen Sauren 


Versuch 19 1,2 0,7 1,85 22,1 4,5 22.6 
~~ 3 4 2,1 3,45 41,5 9,5 51,0 
» 3,2 1,7 49 28,1 5,0 33,1 
— 6,0 1,3 7,27 32,8 7,0 39,8 
Ce 1,8 1,8 3,56 38,0 5,1 43,1 


Bei Arbeitsversuchen ware es denkbar, daB die Sauerstotfzufuhr 
nicht ausreicht und daB dadurch die X-Saurenmenge zundhme, ebenso 
wie bekanntlich Sauerstoffmangel im Organismus eine Milchsaure- 
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anhaufung bewirkt. Zur Priifung dieser Frage wurden folgende Ver- 
suche ausgefiihrt. 


EinfluB8 des Sauerstoffmangels auf die iitherléslichen Siuren. 
Versuch 24. 

23. April 1930. Kaninchen mit 2'/, g pro Kilogramm urethanisiert. 
Zunachst wird eine Blutprobe entnommen, danach wird der rechte 
M. gastrocnemius abgetrennt, Art. iliaca an der linken Seite unter- 
bunden und M. gastrocnemius hier nach '/, Stunde abgetrennt. Nach 
der ersten Muskelentnahme teilweises SchlieBen der Trachea wahrend 
5 Minuten, danach Blut-, Leber- und Nierenprobe. 


Sauren in Millinormalitat. 








Proben vor Sauerstoftfmangel Proben wahrend Sauerstoffmangels 
Muskel nach 
halbstiindiger - 

Blut Muskel * Unterbindung Blut Leber Niere 


der Art. iliaca 


Milchsaure ... 3,3 11,3 14,8 12.8 11,6 19,6 
X-Sauren .. . 3,3 2.3 5,0 8,4 11,9 96 


Gesamtmenge der 
atherl5slichen 
Séuren .... 6.6 13,5 19,8 21,2 23,5 29,2 


* Das Tier bewegte sich etwas wiihrend der ersten Muskelentnahme. 


Sowohl Blut als Muskeln weisen eine erhebliche Zunahme der 
X-Sauren auf; die verhailtnismaBig geringfiigige Zunahme des Milch- 
sauregehalts des zuletzt entnommenen Gastrocnemius konnte darauf 
hindeuten, daB im Muskel immerhin eine Blutversorgung stattgefunden 
hatte. 

Versuch 25. 

24. April 1930. Kaninchen mit 2'/, g pro Kilogramm urethanisiert. 
Zunachst wird eine Blutprobe entnommen; darauf wird ein M. gastro- 
cnemius entnommen und dann eine Nieren- und Leberprobe ; die Tracheal- 
kaniile wird wahrend 12 Minuten derart eingeengt, daB sie nur sehr 
wenig Luft durchlaBt, wonach die Proben entnommen werden. 


Sauren in Millinormalitat. 





Proben vor Sauerstoffmangel Proben wihrend Sauerstotfmangels 


Blut Niere Muskel Leber Blut Niere Muskel Leber 


Milchsaure .. . 0,78 814 7,43 2,1 10,1 13,4 11,4 5,9 
X-Sauren .... 4,0 9.6 4.5 6,7 5,1 7,2 7,9 W58 
Gesamtmenge der 

atherléslichen 


to 
~I 


11,9 8,8 1 


or 
bo 


Sauren .... 4,82 1 20,6 19.3 13.6 
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In diesem Versuch weisen Blut und Leber eine kleinere Zunahme 
des X-Saurengehalts auf, die Niere eine Abnahme, der Muskel aber 
eine ziemlich erhebliche Zunahme. 

Zwecks zuverlissigerer Dosierung des Sauerstoffmangels wurde eine 
andere Methodik versucht. Anstatt die Trachea zu schlieBen, wurde 
der schadliche Raum in der Weise vergréBert, daB die Trachealkaniile 
mit Rébrchen verschiedener Lange verbunden wurde. (Die Réhrchen 
hatten einen Durchmesser von ungefahr 0,9 cm.) 


Versuch 26. 

14. November 1930. Kaninchen. Gewicht 2,1 kg. 2g Urethan 
pro Kilogramm. Eine Trachealkanile wird eingelegt, und mit dieser 
werden weitere Glasréhrchen verbunden. Das Blut wird durch eine 
Kaniile in der V. jugularis entnommen. 


Sauren in Millinormalitat. 





Gesamtmenge 
|| der atherliéslichen | Milchsiure | X-S&uren 
| Sauren 








Nach Einlegung der Trachealkaniile. . 6,07 3.8 2,3 


Nachdem das Tier 7 Min. durch 2 Rohr- 
chen mit einem Volumen von 55 eem 
respiriert hat. ..... 9,03 6,25 2,8 


Hinzufiigung eines weiteren tials, 

Nacl dem das Tier 7 Min. durch 3 Réhr- 

chen mit einem Volumen von 75 cem 

respiriert bat... . . 10,3 6,45 3,7 
Hinzufiigung eines wsiteomn Robrohens. 

Nachdem das Tier 7 Min. durch 4 Rohr- 

chen mit einem Volumen von 100 cem 

respiriert hat... . . 13,8 9,74 4.1 


Hinzufiigung eines weiteren  Sehedbens. 
Nachdem das Tier 10 Min. durch 
5 Réhrchen mit einem Volumen von 
125ccem respiriert hat* ...... 19,4 15,4 4,0 


* Das Tier stirbt wihrend der Blutentnahme. 


Versuch 27. 

14. November 1930. Kaninchen. Gewicht 2,2kg. 2g Urethan 
pro Kilogramm subcutan. Nach Narkotisierung des Tieres wurde die 
Trachealkaniile eingelegt. Das Blut wurde durch eine Kaniile in der 
V. jugularis entnommen. Die erste Blutprobe wurde nach Einlegung 
der Trachealkaniile entnommen, welche alsdann mit einem Réhrchen 
vom Volumen 125 ccm verbunden wird. Die Respiration stockt nach 
20 Minuten, alsdann kiinstliche Respiration; 10 Minuten spater wird 
die letzte Probe entnommen. 








Sauren in Millinormalitat. 
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Gesamtmenge 

Sduren 

Blatprobe nach Eintritt der Narkose . 3,78 
Blutprobe 10 Min. nach Vergr )Berung 

des schadlichen Raumes um 125 cem . 8,12 
Blutprobe 20 Min. nach VergréSerung 
des schadlichen Raumes um 125 cem. 

(Die Respiration stockt). ..... 12.3 
Blutprobe nach 10 Min. kiinstlicher Re- 

| a re re Oe oe ae 11,8 


Es zeigt sich also, daB der Sauerstoffmangel eine erhebliche Zu- 


nahme der X-Sauren des Blutes bewirkt hat. 


Zunahme der X-Siuren post mortem. 


Bringt man ein totes Tier in den Thermostat, so werden die 
Zellen sehr bald unter annahernd anaerobe Verhaltnisse gelangen. 


Deshalb wurden einige Versuche ausgefiihrt, um den unter diesen 
Verhaltnissen sich einstellenden X-Saurengehalt festzustellen, wobei 
man selbstverstandlich nach Lage der Dinge nicht wissen kann, ob 
dieselbe oder dieselben Séuren gebildet werden wie bei kurzdauerndem 


der atherléslichen Milehsiure , X-Sturen 


2.08 1,7 
38 2.7 
6.93 5.4 
7.45 4.4 





und nicht vollstandigem Sauerstoffmangel. Die einsetzende Autolyse 
wird selbstverstandlich das Entstehen zahlreicher Stoffe veranlassen 
kénnen. Gleichzeitig sollen diese Versuche iiber den Umfang der in 
den verschiedenen Organen unter diesen Verhaltnissen stattfindenden 


Milchsiurebildung Auskunft geben. 


Versuch 28. 


18. Marz 1930. Kaninchen. 2,3 kg, 2,5g Urethan pro Kilogramm. 
Nach 1 Stunde Probeentnahmen in nachstehender Reihenfolge: Blut, 
Muskel, Niere, Leber. Das Kaninchen wird getétet und bleibt danach 
1 Stunde bei Zimmertemperatur (ungefihr 22°) liegen, wonach wiederum 


Proben entnommen werden. 


Sauren in Millinormalitat. 





Proben ante mortem 


Blut Muskel Niere Leber 
Milchsfure ...... 1,22 8,00 2,20 2.65 
X-Sauren . . 2,1 3,4 2.3 38 


Gesamtmenge der ather- 
léslichen Sauren . . . 3,34 11.4 4.47 6,45 


Proben 1 Std. 
post mortem (22%) 


Muskel Niere 


16,2 16,2 
11,6 10,0 
27,8 26.2 
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Versuch 29. 


5. April 1930. Kaninechen. 2g Urethan pro Kilogramm subcutan. 
Die Proben werden nach | Stunde entnommen. Erst Blutprobe, dann 
Muskel-, Leber- und Nierenprobe. Das Tier wird nunmehr getétet und 
bleibt bei 34° 2 Stunden im Thermostaten liegen. Dann werden wiederum 
Organproben genommen. Sauren in Millinormalitat. 





Proben 2 Std. 


Proben ante mortem 
post mortem (34°) 


Blut Muskel Leber Niere Muskel Leber Niere 


Milehsiure ...... 160 4,23 1,56 1,72 || 35,2 10,5 | 206 
eee 2.6 2,1 6,7 95 115 | 329 | Wz 
Gesamtmenge der ather- 

loslichen Sauren . . 415 6,30 8.25 11,2 46,7 234 328 


In sémtlichen Organen zeigt sich eine sehr erhebliche X-Sauren- 
bildung, insbesondere in den Muskeln. Gleichzeitig zeigt sich eine sehr 
erhebliche Zunahme des Milchsiuregehalts, insbesondere in Niere 
und Muskeln. 

Ferner ergibt sich, daB der Gehalt an X-Sauren in Muskel, Leber 
und Niere auf denselben Betrag steigt. 

Tatsachlich handelt es sich hier um sehr erhebliche GréBen. 

In Arbeitsversuchen mit Menschen erreicht der Milchsaiuregehalt 
somit selten die von den X-Sauren in obigen Versuchen erreichte Hohe. 


In einer im Skandinavischen Archiv fiir Physiologie erschienenen 
Arbeit habe ich einige Versuche zur Bestimmung der Art oder der Arten 
der X-Sauren des Blutes mitgeteilt. Diese Versuche ergaben, da} man 
die Beschaffenheit nur eines kleineren Teiles der X-Sauren festzustellen 
vermag. Die in der vorliegenden Arbeit durch Muskelarbeit und Sauer- 
stoffmangel herbeigefiihiten Steigerungen des X-Saurengehalts kénnen 
auf eine Steigerung der primar vorhandenen X-Saurenmenge zuriick- 
gefiihrt werden, so daB entweder das gegenseitige Verhaltnis unverandert 
bleibt, oder aber dasselbe sich verschoben haben kann, oder neue 
Sauren hinzugekommen sein kénnen. Die Versuche sagen hieriiber 
nichts aus; sie zeigen aber, daB eine Zunahme anderer atherléslichen 
Sauren als der Milchséure stattgefunden hat, und zwar eine derart 
erhebliche Zunahme, daB es sicherlich méglich sein wird, die Zusammen- 
setzung dieser Saiuren zu bestimmen. Es steht lediglich fest, daB die 
X-Sauren weder Phosphor noch Stickstoff enthalten. 


Zusammenfassung. 


Friher veréffentlichte Methoden zur Bestimmung der Gesamt- 
menge der atherléslichen Siuren und der Milchséure des Blutes wurden 
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auf die Bestimmung dieser Sauren im Gewebe tibertragen. Die Differenz 
zwischen der Gesamtmenge der atherléslichen Sauren und der Milch- 
sdure ist auch hier als X-Sauren bezeichnet. 

Bei der Entnahme von Organproben zeigte sich, daB die zuletzt 
entnommenen Proben, trotzdem die Entnahme nur wenige Minuten 
beansprucht, die gréBte Milchsiuremenge enthalten, was auf eine ver- 
sagende Zirkulation zuriickzufiihren sein diirfte. 

Bei der Entnahme von Organproben aus urethanisierten Katzen 
und Kaninchen wurde in Blut, Leber und Nieren ungefahr die gleiche 
Milchséiuremenge festgestellt, wogegen die Muskeln weit mehr ent- 
halten, was méglicherweise durch eine bei der Entnahme stattfindenden 
Milchsaurebildung verursacht ist. 

Von X-Sauren enthalt die Leber, in Millinormalitat ausgedriickt, 
durchsehnittlich 5 bis 6, die Niere 5 bis 6 und die Muskeln 3. 

Die Muskelarbeit bewirkt bekanntlich eine erhebliche Zunahme 
des Milchsauregehalts, man hat aber bis jetzt nicht gewuBt, dab die 
Muskelarbeit auch die Bildung anderer atherléslichen Sauren herbei- 
fiihrt; es zeigt sich indessen, daB auch die X-Saurenmenge stark zu- 
nimmt, so daB sie ein Viertel der Gesamtmenge der atherléslichen 
Sauren und iiber 1] (Millinormalitét) betragen kann. Im Blut rutt 
die Arbeit ahnliche Steigerungen hervor. 

Die Geschwindigkeit, mit welcher die X-Saéuren aus dem Blute 
verschwinden, ist bald gréBer, bald kleiner als die, mit welcher die 
Milchséure verschwindet. 

In Arbeitsversuchen mit Fréschen zeigte sich, daB auch hier eine 
Zunahme des X-Saurengehalts der Muskeln eintritt, wenngleich dieselbe 
etwas geringfiigiger ist als die bei Kaninchen gefundene; wir fanden 
jedoch Werte fast bis 9,5 (Millinormalitat) hinauf. 

Sauerstoffmangel bewirkt ebenfalls eine Zunahme der X-Sauren; 
bleiben die Organe kiirzere Zeit post mortem ohne Sauerstoffzufuhr 
liegen, dann entstehen in Muskeln, Leber und Nieren erhebliche X-Sauren- 
mengen. 

Welche Art oder welche Arten von Saéuren durch Muskelarbeit 
und Sauerstoffmangel gebildet werden, wurde nicht naher untersucht; 
jedoch ist nachgewiesen, daB dieselben weder Stickstoff noch Phosphor 
enthalten. 

Literatur. 


1) V. Henriques, A. B. Carlstrém u. R. Ege, diese Zeitschr. 198, 442, 
1928. 2) E. M. P. Widmark, Acta med. seand. 26, 335, 1928. 3) S. L. 
Orskov, diese Zeitschr. 201, 22, 1928. 4) Derselbe, ebendaselbst 219. 
409, 1930. 























Carotinoide und Vitamin A 
im Blutserum und in Organen hoéherer Tiere. 


Von 
Hans vy. Euler und Ebba Virgin. 


‘Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1931.) 


1. Blutserum. 

Nachdem in diesem Institut nachgewiesen worden war, daB das 
Blut von Warmbliitern als Zugabe zu A- und D-freier Grundkost bei 
Ratten eine auffallend starke Wachstumswirkung hervorruft!, wurde 
gezeigt, daB dieser Effekt des Blutes ganz oder sehr iiberwiegend vom 
Serum herrihrt?. Der wachstumsférdernde Stoff, der aus dem Rinder- 
serum extrahiert worden war®, erwies sich zum groBen Teil als Carotin, 
wie durch spektroskopische Messungen von Hellstrém  konstatiert 
wurde*. ,,Nachdem der Carotingehalt im Serum festgestellt ist, und 
in einer Menge, welche dem nach der Antimontrichloridreaktion er- 
mittelten recht nahe kommt, und nachdem die A-Vitaminwirkung im 
Serum festgestellt ist, erschien es uns erlaubt, den SchluB zu ziehen, 
da die A-Vitaminwirkung des Serums mit dem Carotingehalt desselben 
in nichstem Zusammenhang steht.““ Da dieses an Rinderserum er- 
haltene Resultat aber nicht allgemein ist, wurde vor einiger Zeit von 
B. v. Euler® betont: ,,Durch diese relativen Zahlen wird es klar, dal 
Serum von Kaninchen und Hammel (in den beschriebenen Versuchen) 
keine oder nur winzige Mengen Carotin enthalten kann, daB vielmehr 
die SbCl,-Reaktion des Serums von einem anderen Stoff herriihrt. 
Dies ist auch betreffend Hammelblut spektrographisch bestatigt worden 
von Herrn Mag. Hellstriém.* 


! H.v. Euler u. Steffenburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 195, 1925. 

2 Karrer, B. u. H.v. Euler, Hellstrém u. Rydbom, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 10, Nr. 12, 1930. 

3 B.v. Euler u. H. v. Euler, Sv. Kem. Tidskr. 40, 242, 1928. 

4 B.v. Euler, H. v. Euler u. Hellstrém, ebendaselbst 40, 256, und zwar 
258, 1928. 

5 B.v. Euler, ebendaselbst 42, 302, 1930. 
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Man kann somit als feststehend ansehen, dab Blutserum héherer 
Tiere, wie die Leber derselben, in der Regel neben Carotin auch 
Vitamin A enthalt. 

Unter den in diesem Institut hinsichtlich des Carotin- und Vitamin- 
A-Gehaltes untersuchten Seren sind die menschlichen in medizinischer 
Hinsicht von Interesse. In den meisten menschlichen Seren wurden 
groBe Differenzen gefunden, welche mit den Verschiedenheiten der 
Kost in Zusammenhang stehen, so daB es sehr schwer ist, Mittelwerte 
anzugeben!: oft fanden #8. und H.v. Euler fiir 10 com menschliches 
Serum 2,3 Blau. 

Beziehung zur Lipimie und zur Diabetes werden weiter verfolgt’. 

An Blutsterinen wurde wiederholt ebenfalls eine Wachstums- 
wirkung beobachtet, und zwar an bestrahltem Blutsterin in héherem 
Grade als an unbestrahltem?. 


Methodik der Serumuntersuchung. 

Unsere Methodik* entspricht im allgemeinen der friiher hier an- 
gewandten. Blutserum wurde mit gleichem Volumen Athylather 
zweimal ausgeschiittelt, der Ather abdestilliert und so ein stark gelb- 
orange gefarbter, fetthaltiger Riickstand erhalten. Die Extraktstoffe 
der angegebenen Menge Serum werden in gewissen Mengen (1 bis 2 cem) 
Chloroform gelést. Davon werden 0,2 ccm mit 2 cem SbCl,-Chloroform- 
lésung gemischt und unmittelbar, jedenfalls nach weniger als 30 Sekunden, 
die Blaureaktion im Tintometer abgelesen. Dieser Wert wird auf 
10cem Serum und ein Lésungsvolumen von 0,2cem Chloroform 
reduziert. 

Beispiel: 40 ccm Serum werden extrahiert, der Extrakt in 1 cem 
Chloroform gelést; 0,2 cem dieser Lésung gaben 0,5 Blau. 

Hieraus berechnet sich: 10ccm Serum geben 0,6 Blau. 

Rinderserum. Frithere Versuche® hatten wechselnde Werte ergeben, 
namlich pro 10cem Serum 11 bis 17 Blau. Solche Seren sind auch 
nicht frei von Xanthophyll. 


1 B.v. Euler, H. v. Euler u. H. Hellstrém, diese Zeitschr. 208, 370, 1928; 
vgl. auch Karrer, Euler, Hellstrém u. Rydbom, |. c.; ferner auch H. v. Euler, 
British Association, Vitamin-A Discussion, September 1931. 

2 B.v. Euler u. H.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 3. 
1928/29. 

3 H.v. Euler, B. v. Euleru. M. Rydbom, Acta Med. Skand. 68, 371. 1928. 

* Die Methodik der Tintometermessungen wird gleichzeitig an anderer 
Stelle besprochen. Es mu8 auch darauf aufmerksam gemacht werden, daS 
Abweichungen bis zu 5°,, bei den Normalgliasern der Apparate des Lovibond- 
Tintometers vorkommen. Wir verwendeten hier die urspriingliche einfache 
Ausfiihrungsform des Apparats. 

5 Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 12, 1930. 
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An Ochsenserum fanden wir im April (nach der langen Winter- 
fiitterung) in einem Falle einen kaum bestimmbaren Blauwert, also 
pro 10cem Serum < 1. 

Kalbsserum. An drei im April geschlachteten jungen Kialbern 
wurde gefunden: in 10 ccm Serum, 0,5 bis 1,0 Blau. 

Die Tiere hatten kein Griinfutter, sondern nur Milch erhalten. 
Beziiglich des Zusammenhangs des Vitamin A-Gehalts des Serums 
mit demjenigen des Futters sei auf eine bald erscheinende Unter- 
suchung von M. Lundborg verwiesen. 

Ratten, deren Grundkost durch eine Vitamin A-Zufuhr von 0,01 mg 
a-Carotin pro Tag bzw. mit 0,03 mg eines 50° igen Carotinpraparats 
erganzt worden war, ergaben im Serum keine Blaufdérbung. Dies ent- 
spricht friheren Beobachtungen von B. und H. v. Euler und P. Karrer?, 
nach welchen ,,in keinem Falle, in welchem weniger als 0,029 mg Carotin 
oder Carotinoid als Tageszusatz zur Grundkost gegeben wurde, ein 
Carotinoidgehalt in der Leber (der Ratten) durch die SbCl,-Reaktion 
nachgewiesen werden konnte“. Geben die Lebern bzw. die Leber- 
extrakte keine positive Lovibond-Reaktion, so fallt die gleiche Reaktion 
mit Serumextrakt immer negativ aus. Aber auch im Serum von solchen 
Ratten, deren Leberextrakt hohe Blauwerte (pro Gramm Leber 60 bis 
70 Blau) gab, fanden wir bei Extraktion von 2 bis 3ccm Serum keine 
oder sehr geringe Blauwerte. 

Bei héheren Carotindosen war in friiheren Versuchen gefunden 
worden: in 10 cem Serum 1,6 Blau. 


2. Leber. 

DaB die Leber ein Depot fir fettlésliche Vitamine darstellt, war 
seit lingerer Zeit bekannt. Quantitative Bestimmungen, welche einer- 
seits den Carotingehalt, andererseits den Vitamin A-Gehalt von Lebern 
beriicksichtigen, sind allerdings erst in den letzten Jahren durchgefihrt 
worden. Die ersten Untersuchungen haben fiir Ochsenleber und Ratten- 
leber zunachst ebenfalls starke Variationen des Lovibond-Wertes er- 
geben, z. B.*: 

pro Gramm Leber, braunrot ..... . . 33 Blau 
A eee ee 

Es war gefunden worden, daB die blaBroten Lebern, die man nicht 
selten in Ratten antrifft, reicher an Carotinoiden sind als die normalen 
braunroten; es steht dies vermutlich mit dem Fettgehalt der Lebern 
in Zusammenhang, aber auch andere Einfliisse scheinen sich geltend 
zu machen (vgl. 8. 256). 


1 B.v. Euler, H.v. Euler u. P. Karrer. diese Zeitschr. 209, 240, 1929, 
2 Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 3, 1928/29. 
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Uber die Umwandlung von Carotin in Vitamin A hat bekanntlich 
Moore} bemerkenswerte Versuche angestellt. Auch in diesem Institut 
war nachgewiesen worden, dab sich in der Leber nach Carotineingabe 
neben Carotin ein helleres Carotinoid findet. 

Der Ubergang von Carotin in Vitamin A ist in vitro nur sehr unvoll- 
standig gelungen® und es wurde daraus der Schlu8 gezogen, daB die roten 
Blutkérperchen irgendwie an dieser Umwandlung beteiligt sind. Uber 
die Art dieser Umwandlung haben wir nunmehr eine bestimmte Vor- 
stellung, seit es Karrer® gelungen ist, aus hochkonzentrierten Tran- 
priparaten das Vitamin A in reinem Zustande abzuscheiden und fin 
diesen Stoff eine Formel aufzustellen. Vitamin A ergibt sich dem- 
gemaiB als ein Spaltprodukt des Carotins, entsprechend der folgenden 
Formulierung. 

CH, CHs CH, CH 
C CH, CH. CH. CH; ( 
CH, C-CH=CH-C-CH-CH=CH-C-CH-CH=CH-CH_ C-CH=CH-CH-C-CH-CH-C OCH 
CH, ( CHg H,C-C CH 


CH, 8-Carotin CH, 
OH, CH, 
¢ OH, CH, 
. | 
CH, C—CH--C H—C=-CH--C He CH—C~ CH—CH, OH 


CH, C—CH, 
CH, 


Vitamin A®* 


Die reinsten Karrerschen Vitamin-A-Praparate ergaben ]0QUOU Carr- 
Price-Blauwerte. Die besten Vitamin-A-Priparate aus Steinbutte 
erzeugten mit Tagesdosen von 0,5 y normales Wachstum. 

Das sich aus diesen Formeln ergebende Verhialtnis der Molekular- 
gewichte von Vitamin A und Carotin steht auch mit Bestimmungen 
der Diffusionskonstanten in Ubereinstimmung?. 

Die betreffende Umwandlung scheint nicht bei solchen Tieren vor 
sich zu gehen, welche an eine Nahrung von hohem Vitamin A-Gehalt 
gewohnt sind, wie gréBere Meeresfische®. 


1 Th. Moore, Lancet 1929, 8. 499. 

2 Olcott u. McCann, J. of biol. Chem. 94, 185, 1931. 

3 Karrer, Morf u. Schépp, Helv. Chim. Acta 14, 1431, 1931. Vgl. 
auch die von Karrer ebenfalls in Erwigung gezogene Alternative (1. ¢. 8. 1435). 

4 Euler, Karrer, Myrbdck, Klussmann u. Hellstrém. Helv. Chim. Acti. 

5 B.v. Euler u. H. v. Euler, Sv. kem. tidskr. 43, 174, 1931. 
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Zur Methodik der Leberuntersuchungen. 

Die Extraktion fiihren wir durch an dem gemahlenen und mit Natrium- 
sulfat entwasserten frischen Praparat, und zwar durch Extraktion mit 
Petroleumaéther. Aus diesem Extrakt wird das Lésungsmittel im Vakuum 
abgedunstet, gewogen und mit Chloroform aufgenommen. Die Carr- Price 
Reaktion wird dann wie iiblich ausgefiihrt und das Resultat entweder in 
C. L. O.-Einheiten oder in Blauwerten pro Gramm Leber ausgedriickt. 

Rattenleber. ¥riihere Versuche! hatten nach Carotinfiitterung 
pro Gramm Rattenleber Blauwerte zwischen 18 und 86 ergeben. 

Wir erhielten nach kleinen Tagesdosen von Carotin (namlich 30 bis 
50 y) pro Gramm Leber 0,2 bis 0,5 Blau. 

An drei ausgewachsenen Ratten, welche gemischte, Vitamin A-reiche 
Normalkost wihrend mehrerer Monate erhalten hatten. wurden folgende 
Zahlen gefunden: 





Extrahiertes ‘ 
Ratte Lebergewicht Blauwert 
pro g Leber 
gz 


its: eS eres 68 
BE ee) 38 69 
| a er 17 


Die folgende Versuchsreihe bezieht sich auf den EinfluB des Alters. 
Es kamen drei gleich alte Wirfe von Ratten zur Untersuchung. Aus 


jedem Wurf wurden je zwei Ratten unmittelbar nach der Siugeperiode 
im Alter von 4 Wochen hinsichtlich Serum und Leber untersucht, 
waihrend avs den gleichen Wiirfen je zwei andere Ratten im Alter von 
18 Wochen damit verglichen wurden. 

Diat: Mais, Hartbrot, weibes Brot, Weizenkleie, Haferkérner, 
Mohrriiben. 

Im Serum wurde keine Blaufarbung erhalten. An den Lebern 
wurden die folgenden Werte gefunden: 





Blauwerte pro g Leber 


Alter 4 Wochen Alter 18 Wochen 


io Wort & dumee .. 2. -is i 70 34 
_ ey © a2 Yay Al at 32 


6 ie Sry 50 29 und 10 


Durchweg waren also die Blauwerte der Lebern bei den 18 Wochen 
alten Ratten wesentlich niedriger als bei den 4 Wochen alten. Dieses 
Ergebnis stiitzt die Vermutung, daB die Carotin- und Vitamin A- 
Reserven mit steigendem Alter abnehmen. 


1 Euler und Karrer, diese Zeitschr. 209. 245, 1929. 
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Meerschweinchen. Es sollte untersucht werden, in welchem Umfange 
Meerschweinchen Carotin zu speichern vermégen, da die Absicht be- 
stand, die Antiinfektionswikung des Carotins an diesen Tieren zu 
studieren. Aus einer Serie von diei Tieren wurde das eine ohne be- 
sondere Vorbehandlung untersucht; es war klein und mager. Das 
zweite wurde wahrend 10 Tagen tiberwiegend mit Mobhrriiben ernabit. 
Das dritte erhielt 3 Wochen lang Mohiiiben und die letzten 10 Tage 
auBerdem frisches Gras. 


Das Serum gab in keinem Falle Blauwerte. 





Nr. Versuchstier kahengewiane Maswerte 
g pro g Leber 

1 2 s 3 

2 Per asthe = 12,5 sehr hell 0,6 

3 . ee “ee 9 9 


Meerschweinchen Nr.2 ist zum Vergleich kaum verwendbar. 
Die Mohrriibendiat hatte, wie ersichtlich, eine Verdreifachung des Blau- 
wertes der Leber herbeigefiihrt; immerhin sind die absoluten Werte 
klein, und dies mu8 wohl bei der Verwendung von Meerschweinchen 
bei Vitamin A-Versuchen beriicksichtigt werden?. 

Schweineleber. Entsprechend dem _ verhaltnismaBig geringeren 
Jarotingehalt des normalen Schweinefutters ergaben die Extrakte 
von Schweinelebern im allgemeinen geringere Lovibond-Werte als die 
Lebern von Grasfressern. So fanden wir im folgenden Versuch einen 
Schweineleberextrakt von 25C. L. O. 

810 g Leber wurden nach Moore mit 5°%iger Kalilauge wahrend 
einer Nacht verseift; dabei wurden nur 0,2 g Ol (nicht verseifbares) 
gewonnen. Von diesem wurden 27,2 mg in 30 cem Chloroform gelést ; 
0,2cem dieser Lésung gaben nach der tiblichen Mischung 2,8 Blau. 


3. Nebenniere. 


Vor einiger Zeit wurde eine Becbachtung aus dem hiesigen Institut 
mitgeteilt?, daB ,,die Zufuhr des Carctins in der Nahrung héherer Tiere 
zur Folge hat, daB im Serum, in Leber, Nebenniere und anderen Organen 
eine Substanz auftiitt, welche vermutlich dem Wachstumsfaktor des 
Fischtrans nahe verwandt ist.“* Auch die Untersuchung der Neben- 
niere des Meerschweinchens ]aBt vermuten, daBb die Nebenniere, wie 
die Leber Carotin speichert. 


1 Bei Meerschweinchen Nr. 2 und 3 wurde auch die Gehirnsubstanz 
untersucht (je 3g). Keine Blaufarbung. 
2 Puler, Forschungen u. Fortschritte 7, 237, April 1931. 
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Bei den Meerschweinchen Nr. 2 und 3 wogen die Nebennieren je 
0,1 g. Wahrend beim Versuchstier Nr. 2 keine Blaufairbung erhalten 
wurde, war dieselbe beim Versuchstier Nr. 3 sehr groB; der Extrakt 
wurde in 0,6 ccm Chloroform gelést, 0,2 com gaben 3,9 Blau und 2,1 Rot. 
Diese Farbenreaktion weicht tibrigens durch das starke Hervortreten 
von Rot erheblich von derjenigen des Carotins ab. Auch die Eigenfarbe 
des Extrakts lieB vermuten, daB derselbe nicht nur Carotin enthielt. 


‘4. Einflu8 der Himinfiitterung auf die Carotinoide der Rattenleber. 

Der Ausgangspunkt fiir diese Versuche bildeten zahlreiche in de: 
Vitaminabteilung dieses Instituts gemachte Beobachtungen, daB die 
Carotinoidbestimmung im Blutserum gestért wird, wenn durch Hamolyse 
kleine Mengen von Hamoglobin in das Serum iibergegangen sind, und 
ferner die Tatsache, daB Haimin die Sauerstoffaufnahme (Atmungs- 
gréBe Warburgs) des Vitamin A bzw. die oxydative Vitamin A-Katalvse 
stark férdert }. 

Sechs ausgewachsene Versuchsratten, die mit der in diesem Institut 
iiblichen Grundkost 14 Tage lang gefiittert wurden, erhielten als Zu- 
xatze auBer D (Vigantol) und C (Citronensaft) und B (Hefe) noch pro 
Tag 0,12 mg eines rund 60°%igen Carotinpriparats, also etwa 0,07 mg 
Carotin pro Tag. 

Von diesen Ratten erhielten drei auBerdem 3 mg Hamin. 

Der Versuch ergab dann folgendes: 


Hdéminzusatz. Ohne Haminzusatz. 


Gewicht der Leber: 18 g. 

Gewicht des extrahierten Ols : 129mg. 

129 mg in 1 ecem Chloroform; davon 
geben, 0,2cem 0,7 Blau = 0,1 
C. L. O., oder 0,2 Blau pro Gramm 
Leber. 

0.4 cem der obigen Lésung auf 
5 cem verdiinnt gaben direkt 
0,7 Gelb und 0,9 Rot. 


Gewicht der Leber: 16 g. 

Gewicht desextrahiertenOls: 91,8 mg. 

91,8 mg in 1 ecem Chloroform; davon 
geben 0,2cem 3,3 Blau 0.7 
C. L. O. oder 1 Blau pro Gramm 
Leber. 

0,4 cem der obigen Lésung auf 5cem 
verdiinnt gaben direkt 2 Gelb und 
0.6 Rot. 


Zunachst zeigt sich, daB der insgesamt gemessene Carotinoidgehalt 





bzw. die totale Lovibond-Reaktion im Leberextrakt der mit Hdmin 
gefiitterten Ratten viel schwiicher ist als in den normal erndhrten Tieren. 

Ferner aber zeigt die Eigenfarbe der Extrakte einen wesentlichen 
Unterschied. Bei den normal ernahrten Ratten (ohne Haminzusatz) 
entspricht die Eigenfarbe etwa derjenigen der Carotinldsungen, wie etwa 
ein Vergleich mit der methodischen Untersuchung von Euler, Hellstrom 


' Vol. Huler u. Ahlstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 168, 1932. 
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und Rydbom' zeigt; bei den Haminratten trat dagegen Rot gegeniiber 
Gelb sehr viel starker hervor. 

Dieser deutliche Effekt der Haminfiitterung scheint uns bemerkens- 
wert, nicht nur in Hinsicht auf Fragen der Resorption des Hamins, 
sondern auch gerade deswegen, weil er uns einen Ausgangspunkt liefert 
fiir die weitere Untersuchung des in diesem Institut mehrfach studierten 
Zusammenwirkens von Eisen und Carotin in der Leber bei Oxydations- 
vorgangen und besonders bei der Blutbildung. Bei Eisenaufnahme 
in das Blut wird die Eisenkonzentration der Leber erheblich gesteigert : 
die vor langerer Zeit hier von M. Rydbom begonnenen Studien iiber 
den EinfluB des Carotins auf die Animie? war durch die Schwierig- 
keiten, die Bedingungen fiir eine experimentelle Rattenanimie zu 
finden, aufgehalten worden’. Ausgehend von den gewonnenen Er- 
fahrungen tiber den EinfluB des Hamins auf Carotin und Vitamin A 
sollen nun diese Versuche in Zusammenarbeit mit Herrn Oberarzt 
Dr. Lichtenstein wieder aufgenommen werden. 

3 Teile von je 75g gemahlenen Mohrriiben wurden im Mérser mit 
sehr wenig Wasser zu einer homogenen Emulsion verrieben. Die er- 
haltene Paste wurde bei TeilI in je eine mit Druckrohr versehene 
Flasche, bei Teil II in einen Erlenmeyerkolben eingefiillt. Zu Teil J 
wurde 1 ccm einer Lésung von 0,1 g FeSO, in 75 ccm Wasser hinzu- 
gefiigt. TeilI und II wurden dann unter stetem Durchleiten eines 
maBigen Sauerstoffstroms, Teil III dagegen unter maBigem Luftzutritt 
etwa 50 Minuten auf 100° erhitzt. Hierauf wurde jeder der drei Teile 
koliert, abgepreBt und getrocknet. 

Die weitere Behandlung aller drei Teile war gleichartig: Sie wurden 
auf der Schiittelmaschine mit je 20cem Ather dreimal je !/, Stunde 
extrahiert. Die Atherextrakte wurden getrocknet und vom Ather 
unter vermindertem Druck befreit, in je 5 cem Chloroform aufgenommen 
und im Tintometer nach Zusatz der SbCl,-Lésung nach Carr- Price 
untersucht. 


Teil I: +Fe+O, ... . . 0,3 Gelb und 0,6 Blau 
ee eet ew Ge. ost QR on + (a on 
io See BO ss on BBs, a * 


Dadurch wurden friithere Versuche von H. Willstaedt bestatigt. 


1 Euler, Hellstrém u. Rydbom, Mikrochemie, Pregl-Festschrift 69, 1929; 
s. auch B. v. Euler, Sv. Kem. Tidskr. 42, 302, 1930. 

* 8. hierzu Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 3, 1928. 

3 Eine langere Versuchsreihe, bei welcher zehn Ratten unter Carotin- 
zufuhr teils mit Fe!-reicher und teils mit Fe!-armer Kost ernihrt wurden 
gab wegen zu hoher Carotindosen kein eindeutiges Resultat. 

Anorganisches Eisen ist in Lésungsmitteln wie Petroleumather, Benzo! 
sehr wenig oxydationskatalytisch wirksam. Dagegen wird ein positiver 
Effekt erhalten in Medien, welche den natiirlichen naher kommen. 
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Jm Versuch 1 war also am meisten Carotin durch Oxydation ver- 
braucht worden und unter den hier gewahlten Bedingungen zeigt also 
auch anorganisches Eisen eine deutliche katalytische Wirkung?. 


5. Uber das Vorkommen von Xanthophyll in der Leber von Hiihnern und von 
Siwasserfischen. 


Auf die Einwirkung des Xynthophylls aut das Wachstum und seine 
vermutlichen Beziehungen zum weiblichen Sexualhormon ist schon 
an anderer Stelle aufmerksam gemacht worden. 

Nachdem orientierende Versuche an Hihnerleber bei der spektro- 
skopischen Untersuchung Anzeichen fiir das Vorkommen von Xantho- 
phyll in Hiihnerleber ergeben hatten, wurde ein Versuch mit Leber- 
extrakt von Hiihnern in gréBerem MaBstab angestellt?. 


Zehn Hiihner (1'/, Jahre alt) wurden wahrend 16 Tagen mit gutem 
Griinfutter, und zwar mit einem nach der in Schweden ausgearbeiteten 
Methode von J. M. Pehrson getrockneten Gras gefiittert. Sie erhielten 
zusammen in der Versuchszeit 75g trockenes Gras und 9,4 g Tran. 
Durch dieses carotinoidreiche Futter stiegen ihre Vitamin A-Reserven 
in der Leber sehr stark an, und zwar wurde aus den zehn Hihnern, 
deren Lebern zusammen 370 g wogen, etwa 8 g Ol extrahiert, das bei 
der Untersuchung nach Carr-Price 400 C. L. O.-Einheiten ergab. 

Von diesem 01 wurden 3,5 g in der Kalte verseift ; von dem Produkt 
wurden 25 mg in 1 Liter Chloroform gelést und diese Lésung entsprach 
2480 Blau. 

Der Hauptteil des Oles wurde nun im Kohlensiureschnee aus- 
gefroren; nach Abscheidung des festen Niederschlags ergab der Rest 

704 C. L. O.-Einheiten. 


Bei der spektroskopischen Untersuchung wurde eine Bande in 
Blau bei 457 mu und eine Bande bei 487 my festgestellt, welche un- 
zweifelhaft dem Xanthophyll entspricht. 

Am gleichen Produkt wurde das Spektrum im Ultraviolett unter- 
sucht. Dabei wurden 25 mg Extrakt in 500 ccm Chloroform gelést. 
Die photographische Aufnahme zeigt kraftige Absorption im Gebiet 
308 bis 347 mu mit einem Maximum bei 328 mu. 

Was diesen Hiihnerleberextrakt betrifft, der etwa einem mittleren 
Makrelentran entspricht, so mag hier nur erwaihnt werden, daB in 
einem zweiten Versuch, bei welchem aus 15 Hiihnern 11g Leberél 


' Uber Eisen bei Oxydationen des Carotins siehe auch Euler, Karrer 
und Rydbom, Ber. 62, 2445, 1929. 
2S. hierzu Euler u. Rydbom, Sv. Kem. Tidskr. 42, 219, 1930. 
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von 460 C. L. O.-Einheiten gewonnen worden waren, durch Verseifen 
i und Ausfrieren ein Produkt von 3475 C. L. O.-Einheiten erhalten wurde. 









Hihner der gleichen Rasse, welche nicht mit Gras und Lebertran 
vorbehandelt worden waren, ergaben ein Leberél von 78 C. L. O.-Ein- 
heiten, und ein hinsichtlich der Carr- Price-Reaktion gleich gutes Leberél 
wurde aus Ganseleber erhalten. 





In Lebern vem Rind haben wir bis jetzt kein Xanthophyll an- 
getroffen, dagegen in Milchfett (Butter). 


Dagegen verdienen Beobachtungen an Lebern zweier Si fwasser- 
fische der Erwahnung: 


1. Binnensee-Hecht (Esox Jucius). 























a) Gefangen im September. Gewicht der Leber 7,5g. Daraus 
335 mg Extiakt; diese Menge wuide in 125ccm Chloroform gelést. 
Davon 0,2ccm gaben 3,8 Blau = 30 C. L. O.-Einheiten. 

b) Gefangen im November im Malarensee. Gewicht der Leber 
18g. Vom Extrakt 30 mg in 25 ccm Chloroform gelést ; davon 0,2 cem 
gaben 1,6 Blau = 27 C. L. O.-Einheiten. 

Die spektroskopische Untersuchung des Leberextrakts ergab die 
charakteristischen Xanthophyllbande bei 487 und 456 mp. 


2. Plétze (Leuciseus rutilus). 


Gefangen im November. Gewicht der Leber 0,5 g; daraus 4,3 mg 
Extrakt, welcher in 5cem Chloroform gelést wurde. Davon gaben 
0,2 cem 3,0 Blau = 53 C. L. O.-Einheiten. 

Absorptionsbande bei 487 und 455 my zeigen Xanthophyll an. | 

Die Lebern der beiden SiiBwasserfische Hecht und Plétze gaben 
recht geringe C. L. O.-Werte. 





Zum Vergleich wurde auch noch Lachs (Salmo salar) untersucht, 
welcher im September in einem nordschwedischen FluB gefangen wurde. 
Der Carotingehalt dieses Fisches wechselt auBerordentlich mit der 
Jahreszeit; der Leberextrakt unseres Exemplares ergab ein 0] von 
143 C. L. O.-Einheiten, was dem Charakter dieses Fisches als Salz- 
wasserfisch entspricht. 

Auf den Zusammenhang dieses Xanthophylls mit einer Komponente 
der Carotinoide der Ovarien wird an anderer Stelle eingegangen werden. 
Den Vorschlag, Blattzanthophyll nunmehr als Lutein zu _bezeichnen, 


1 Siehe hierzu auch Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 10 B, Nr. 20, 1932. 





| 
| 
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halten wir in Rucksicht auf die klassischen Luteinarbeiten von Will- 
statter nicht fiir zweckmaBig ?. 


Zum Vergleich mit dem Xanthophyll der Lebern und als Ausgangs- 
punkt fiir eine Untersuchung iiber die Xanthophyllkomponenten in 
Eigelb und ihre lebenswichtige Funktion in Ovarien und in Corpus 
luteum wurden Hiihnereidotter nach Willstdtter und Escher extrahiert, 
und die Petroleumatherschicht sowie die Methanolschicht wurden 
spektrophotometrisch untersucht. Bei der letzten Verteilung wurde 
gefunden: 


Petroleumatherschicht, Maximum bei 487 mu 455 my 
Methanolschicht, Maximum bei 485 mu 455 mu 


Schwefelkohlenstojflésungen. 


Die Petroleumather- und die Methanolschicht wurden im Hiijner- 
prisma verglichen. Die Banden fiir beide Lésungen erwiesen sich als 
identisch: 508, 475 (441) mu. 


Diese Werte stimmen auch tberein mit denjenigen, welche R. Kuhn 
fir Lésungen von Lutein in Schwefelkohlenstoff angibt. 


6. Leberextrakte von Meeresfischen. 


Im Laufe des Sommers und Herbstes wurden hier eine Reihe von 
Fischlebern untersucht, hauptsachlich in der Absicht, das fiir die Her- 
stellung von Vitamin A geeignetste Fischmateria! zu ermitteln. Hier- 
tiber liegen auch bereits zum Teil altere Erfahrungen von englischen 
und norwegischen Forschern vor. 


Abgesehen von den in der Zoologischen Station der K. schwed 
Akademie d. Wissenschaften zu Kristineberg bearbeiteten Lebern von 
Haifisch, mehreren Makrelen verschiedener Herkunft, Gobius niger, 
Rochen (Raja clavata), Gadus Esmarkii u.a. kamen hier zur Unter- 
suchung: Flundern (Hippoglussus hippoglossus), zu verschiedenen 
Zeiten gefischt, verschiedene Makrelenarten, Scomber scombrus und 
Thunnus thynnus von der norwegischen Kiiste siidlich von Bergen, 
sowie aus dem Skagerack Seezunge (Solea solea), Steinbutte (Rhombus 
maximus) und Makrelenhecht (Scombresox saurus). 


+ Was friiher als Xanthophyll bezeichnet wurde hat sich als ein 
[somerengemisch erwiesen (Karrer, Salomon u. Wehrli, Helv. Chim. Acta 12, 
792, 1920; 18, 86, 1930; 14, 619, 1931). Die ersten Beobachtungen iiber die 
optische Aktivitét der Xanthophylle verdankt man Zechmeister u. T'uzson 
(Ber. 62, 2226, 1929). Das Lutein des Eidotters ist nach Kuhn, Winterstein 
u. Lederer (Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 141, 1931) ein Gemisch von 
Xanthophyll und Zeaxanthin. 
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Ohne hier auf die Einzelheiten dieser Untersuchung einzugehen 
sei nur erwahnt, daB nach unseren Erfahrungen und entgegen der 
ziemlich verbreiteten Meinung, die beste Ausbeute an Vitamin A ge- 
wonnen wird, wenn die Lebern in ganz frischem Zustande verarbeitet 
werden. Zeigen die Lebern dagegen den charakteristischen, etwas 
fauligen Trangeruch, so ist nicht nur die Qualitaét des durch Petroleum. 
atherextraktion gewonnenen Trans, zunadchst beurteilt nach der Carr- 
Price-Reaktion, schlechter, sondern auch die Haltbarkeit der durch 
Verseifung gewonnenen Praparate geringer. 


Die Lebern wurden in Quantitéten von 1 bis 10 kg in verschiedener 
Weise bearbeitet. Meistens wurden die Lebern in der Fleischmiihle 
gemahlen, dann kalt mit CherschuB von wasserfreiem Natriumsulfat 
gemischt, sofort mit Petroleumather tiberschichtet und damit in de 
Schittelmaschine geschittelt und in dieser Weise bei Zimmertemperatul 
mehrmals extrahiert oder unter RiickfluB gekocht. In mehreren Fallen 
wurde die Extraktion in Pe1rkolatoren vorgenommen. Eine Makrillen- 
sendung wurde auch in der Weise verarbeitet, daB die stark gekiihlten 
Lebern in PreBtiichern zuerst unter hohem Druck ausgepreBt wurden, 
wodurch wir ein hochwertiges 6] erhielten, worauf eine Nachextraktion 
mit Petroleumather erfolgte. 

Bei der Abdestillierung des Petroleumathers unter vermindertem 
Druck sind wir nicht tiber Temperaturen von 60° hinausgegangen und 
haben im allgemeinen den Extrakt mit etwa 25°/, Petroleumather zu 
weiteren Bearbeitung aufgehoben. 

Zur Bestimmung der Blauwerte bzw. der C. L. O.-Einheiten wurden 
dann die letzten Reste des Lésungsmittels im Vakuumexsikkator iiber 
Paraffin entfernt. 


Die Ole wurden dann in Stickstoffatmosphare mit wechselnden 
Mengen Alkali verseift, entweder nach einer hier friiher ausgearbeiteten 
Methode oder nach der von Karrer gegebenen Vorschrift. Die Sterine 
wurden nach Karrer in der Regel im Kohlensdéureschnee ausgefroren. 

In mehreren Fallen wurden die Lebern nach dem Vorgang von 
Th. Moore direkt verseift und erst das Unverseifbare mit Petroleum- 
ather extrahiert und weiter behandelt. Zur Adsorptionsreinigung 
haben wir einen sehr wirksamen Ton aus Niederlandisch Indien ver- 
wendet, welchen wir Herrn Professor Dr. B.C. P. Jansen, Amsterdam, 
verdanken. 

Im folgenden beschreiben wir als Beispiel die Gewinnung eines 
guten Vitamin A-Praparats aus Steinbuttenleber. 


Ganz frische Steinbuttenlebern, etwa 4 kg, nach Zerreiben mit 
wasserfreiem Natriumsulfat bei Zimmertemperatur extrahiert; nach 
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Abdunsten des Lésungsmittels im Vakuum hinterblieb ein O] von 
1400 C. L. O.-Einheiten. Verseifung mit der fiinffachen Menge 20°, ig. 
aithylalkoholischen Kalis wahrend 1 Stunde. Verdiinnung mit der 
zehnfachen Menge Wasser und Extraktion mit Ather. 


Extrakt: 95mg in 10 Liter Chloroform. Davon 0,2ccm geben 
3,8 Blau. Somit 8000 C. L. O.-Einheiten. 

Das unverseifte O] sank im Verlauf von etwa 2 Wochen auf 
920 C.L.0. 85¢ Ol von 920 C. L. O. in der Kalte (etwa 5°) waihrend 
einer Nacht unter N, verseift. Extrakt ergibt 7200C.L.O. Dieser 
Extrakt mit Kohlenséureschnee ausgefroren liefert 0,6 g¢ eines Pra- 
parats von 7850 C. L. O. 

Absorption durch Photographie und Auswertung mit Siegbahnschem 
Photometer ergibt deutliche Absorption bei 328 mu 

Von zehn im Sommer und Herbst 1931 untersuchten Fischlebern 
lieferten Steinbutten die besten Leberéle (1400 C. L. O.), sodann eine 
Sendung frischer Makrelen aus dem Skagerack (400 C. L. O.), wogegen 
norwegische Makrelen 1] Monat spater nur 250 C. L. O. gaben, und schlieB- 
lich Seezunge (350 C. L. O.). 
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Uber den Einflu6 von Kisenoxyden und Eisenoxydhydraten auf 
das Wachstum von Bakterien. 


Von 


Oskar Baudisch. 


{Mitteilung aus dem chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven 
Connecticut, U.S. A.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1931.) 


Es ist heute kein Zweifel mehr, daB der anorganische Kreislauf 
der Gesteinsmassen in engster Wechselwirkung mit den Vorgingen 
des organischen Lebens auf der Erde steht. Vom geochemischen Stand- 
punkt sind die lebenden Organismen keine zufillige Erscheinung im 
chemischen Haushalt der Erdrinde, sondern sie bilden vielmehr einen 
wesentlichen und untrennbaren Bestandteil derselben. Sie sind auf 
das engste mit den unbelebten Substanzen unserer Erde — den Mine- 
ralien und Gesteinen - verbunden. Es ist, wie V. M. Goldschmidt (1) 
schreibt, das groBe Verdienst von W. Vernadsky (2) mit aller Entschieden- 
heit auf die Koppelung des anorganischen Kreislaufes der Stoffe mit 
den Vorgingen des organischen Lebens hingewiesen zu haben. Gold- 
schmidt (3) stellt in seinem Vortrag: ,,Der Kreislauf der Metalle in der 
Natur“ ahnliche Gedanken in den Vordergrund und weist besonders 
auf die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration der beim Kreis- 
lauf beteiligten Lésungen und auf die értlichen Reduktions-Oxydations- 
potentiale hin. Es ist bekannt, daB gerade Eisensalze infolge ihrer 
wechselnden Valenz diesbeziiglich von Bedeutung sind. Bei den Wechsel- 
wirkungen der -Gesteinsmassen mit dem organischen Leben wird man 
vor allem an die Tatigkeit und den Stoffwechse] der Bodenbakterien 
denken miissen. In dieser Hinsicht sind tiber die Bedeutung der auto- 
trophen Eisenbakterien und ihrer Beteiligung bei der geologischen 
Bildung von Eisenlagern viele bedeutende Arbeiten erschienen. Ein 
auBerordentlich eingehendes Studium verdanken wir Edmund Cecil 
Harder (4). In jiingster Zeit hat H. O. Halvorson (5) darauf hingewiesen, 
daB auch heterotrophe Bakterien bei der Bildung von Eisensedimenten 
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von Wichtigkeit sind. In der Natur finden wir besonders Eisenoxyde 
und Eisenoxydhydrate in mannigfaltigster Farbenpracht tiber den 
Erdboden verbreitet. 

In der vorliegenden und der sich daran anschlieBenden Arbeit 
soll gezeigt werden, daB die Lebensdauer, die Virulenz und auch das 
Wachstum gewisser Bakterien von der Topochemie der Eisenoxyde, 
d. h. von ihrer Feinstruktur, ikrer chemischen Reinheit und den damit 
zusammenhangenden Eigenschaften der Kristalloberflachen abhangig 
ist. Die ersten diesbeziiglichen Versuche sind von Webster und dem 
Verfasser (6) schon vor Jahren an dem B. lepisepticum und anderen 
hamophilen Bakterien unternommen worden. Es war zu der Zeit, als 
Welo und ich (7) durch Réntgenspektroskopie festgestellt hatten, 
daB das ferromagnetische, aktive Eisenoxyd, Fe,O,, kubische Kristall- 
struktur besitzt und eine labilere, energiereichere Form des gewéhnlichen 
Hamatits darstellt. Erhitzt man das kubische, sogenannte y-Eisen- 
oxyd, dann geht es in das stabile «-Eisenoxyd tiber und verliert gleich- 
zeitig gewisse chemische und physikalische Eigenschaften, so z. B. den 
Ferromagnetismus. Bei der Umwandlung des kubischen in das rhom- 
boedrische «-Oxyd, wird Energie als Warme abgegeben. Von Webster 
und mir wurden eingelende bakteriologische Untersuchungen unter- 
nommen, welche ergaben, daB nur das y-Eisenoxyd als ein Wachstums- 
katalysator wirkt und nicht das daraus hergestellte «-Oxyd. Durch 
das y-Oxyd konnte in dem Bouij/lonnahrboden das Blut ersetzt werden, 
welches bekanntlich fiir gutes Wachstum bei Atmospharendruck 
notig ist. Kurz gesagt, y-Eisenoxyd wirkte als sogenannter x-Faktor, 
liber den besonders von Avery (8) und Mitarbeitern ausfiihrliche Studien 
gemacht wurden. Uber die chemische Natur der angewandten Eisen- 
oxyde war damals wenig bekannt; wir wuBten nur, daB das y-Oxyd 
zum Unterschied von dem daraus hergestellten «-Oxyd Luftsauerstoff 
in geringen Mengen absorbiert und je nach der Darstellung eine stirkere 
oder schwachere Benzidinreaktion zeigt. Diese letztere, als Peroxydase- 
reaktion bezeichnete Eigenschaft, wurde von uns besonders hervor- 
gehoben, weil Avery die peroxydatische Wirkung des 2-Faktors als 
besonders charakteristisch hielt. Unsere Mitteilung beziiglich der 
biokatalytischen Wirkung gewisser Eisenoxyde erregte das Interesse 
anderer Forscher und es wurden unsere Versuche verschiedentlich 
mit positivem und negativem Erfolg wiederholt. Als Miss Morris und 
ich 4/, Jahr spater die Versuche von Webster und dem Verfasser repro- 
duzieren wollten, ergaben sich Schwierigkeiten, obwoh] Nahrmedium 
und Bakterienstamme aus dem Websterschen Laboratorium stammten. 


Die Resultate waren nicht wie bei den Webster- Baudischschen 
Versuchen einheitlich und wtberzeugend, sondern blieben variabel. 
Fs gelang selten, durch Zusatz von Fisenoxyden hamophile Bakterien 
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in gewohnlicher Bouillon in mehreren Passagen zu ziichten, wahrend 
sich Blut unter den gleichen Arbeitsbedingungen und dem gleichen 
Material als ausgezeichneter Wachstumskatalysator erwies. Der Fehler 
konnte somit nicht nur im Nahrmedium oder in den Bakterienstammen 
liegen, sondern mute auch in den Eisenoxyden gesucht werden. Wir 
waren uns bewuSt, daB wir hier vor einem schwierigen Problem standen, 
da es sich um auBerordentlich empfindliche katalytische Wirkungen 
handelte, die durch Hinzukommen eines so komplexen Mediums, wie 
Bouillon, noch mehr kompliziert wurden. Hatten wir nicht durch die 
auBerordentlich sorgfaltig durchgefiihrten und miihevollen Arbeiten 
von Webster und Webster und Baudisch eine solide Grundlage gehabt, 
ware die Frage nicht weiter bearbeitet worden. 

Der bakteriologische Teil der Arbeit konnte, basiert auf den groBen 
Erfahrungen, vollkommen beherrscht werden, und es war speziell die 
Aufgabe wichtig, die Eigenschaften der Eisenoxyde kennenzulernen. 
Wir analysierten aus diesem Grunde die friiher angewandten Oxyde 
und fanden, daB sie verschiedene Verunreinigungen, so z. B. Schwefel, 
Mangan und Kieselsdéure in wechselnden Mengen enthalten. Welche 
Rolle derartige Fremdstoffe in biokatalytischen’ Reaktionen spielen, 
konnte natiirlich nicht vorausgesehen werden: aus der chemischen 
Literatur ist jedoch bekannt, da& bei Oberflichenkatalysen geringe 
Beimengungen anderer Metalle oft fiir ihre Wirksamkeit ausschlag- 
gebend sind. Es erschien somit aussichtslos, die Versuche mit unreinen 
Eisenoxyden fortzusetzen und wir bemiihten uns, Methoden zu finden, 
chemisch reine Eisenoxyde herzustellen. Dazu waren zunichst chemisch 
reine Ausgangsmaterialien nétig; wir fanden sie im Eisencarbonyl und 
in den daraus hergestellten Eisen. Das sogenannte Carbonyleisen ent- 
halt avBer Spuren Kohlenstoff keine anderen Fremdstoffe. 


I. Darstellung und Eigenschaften der angewandten Eisenoxyde und Eisen- 
oxydhydrate. 

Fiir das sogenannte ,,Fe,0, aus Eisencarbonyl diente Eisen- 
carbonyl, welches uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Ver- 
fiigung gestellt wurde’. Oxydiert man Eisencarbonyl mit Perhydrol 
(Merck), so fallt unter starker Erwirmung ein ziegelrotes Eisenoxyd 
aus, welches auBer Spuren Kohlenstoff keine Verunreinigungen enthalt. 
Dieses a-Eisenoxyd hat sich im Verlauf unserer Arbeiten in immer 
gleich guter Weise bewahrt; seine Eigenschaften sind in der Tabelle I 
ersichtlich. 


1 Fiir die Uberlassung von Eisencarbonyl und von daraus hergestellten 
EKisenoxyden méchte ich der !. G. Farbenindustrie A.-G. meinen besten 
Dank aussprechen. 
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Aus diesem Eisenoxyd, wir bezeichnen es als ,,Fe,OQ, aus Eisen- 
carbonyl“ oder kurz Nr. 1, haben wir auf folgendem Wege Magnetit 
bzw. ein Ferro-Ferrioxyd, FeO. Fe,O,, hergestellt. Nr. 1 wurde in 
Porzellanschalen mit Alkohol tbergossen, angeziindet und abbrennen 
gelassen. Auf diese Weise wird ein Teil des Eisens reduziert und ferro- 
magnetisches Ferro-Ferrioxyd gebildet. Wir hatten dabei im Sinn, 
ein ferrohaltiges Eisenoxyd herzustellen, welches, was ‘leilchengréBe 
und Reinheit anbetrifft, dem Ausgangsmaterial (Fe,O, aus Lisen- 
‘varbonyl) méglichst gleicht und sich von diesem nur durch die An- 
wesenheit zweiwertigen Eisens unterscheidet. Friheren Erfahrungen 
zufolge scheint Fe! die katalytischen Eigenschaften der Eisenoxyde 
derart zu beeinflussen, daB die peroxydatische Wirkung erhéht oder 
iiberhaupé erst ausgelést wird. Man mu dann allerdings eine geringe 
Léslichkeit des Ferro-Fernioxyds voraussetzen, da, wie wir spater 
sehen werden, Magnetit im Lichtbogen hergestellt, weder katalatische, 
noch peroxydatische Eigenschaften zeigt. Das Fe,O, aus Nr. 1 steht in 
seinen biokatalytischen Wirkungen weit hinter dem ,,Fe,O, aus Eisen- 
carbonyl (Nr. 1)“ zuriick. 


II. Darstellung von Ferrioxydhydrat aus Carbonyleisen. 

Bezeichnung Fe,0,.H,O aus Carbonyleisen A und B. Carbonyl- 
eisen wird in destilliertem Wasser unter Durchleitung von reiner Kohlen- 
séure gelést. Es bildet sich eine hellgriine Ferrobicarbonatlésung. Fiir 
die Darstellung von A leitet man durch die Eisenbicarbonatlésung 
in starkem Strome gereinigte Luft. Es scheidet sich ein hellgelb ge- 
farbtes «-Ferrioxydhydrat aus (Fe,O,.H,O), welches filtriert und mit 
Wasser griindlich gewaschen wird. Es enthalt immer geringe Mengen 
zweiwertigen Eisens und zeigt neben starker Katalase- auch geringe 
Peroxydasereaktion. 

Fir’ die Darstellung von B wurde die Eisenbicarbonatlésung mit 
iiberschiissigem Perhydrol versetzt und das ausgeschiedene, hellgelbe 
a-Hydrat (Fe,O,.H,O) griindlich gewaschen. Es unterscheidet sich 
von dem Produkt A durch Abwesenheit zweiwertigen Eisens und Ver- 
sagen der Peroxydasereaktion, wahrend die Katalasereaktion stark 
positiv ist. Die im folgenden beschriebenen Eisenoxyde und -oxyd- 
hydrate wurden in den vorliegenden bakteriologischen Versuchen nicht 
geprift, wir bringen aber ihre Darstellung und Eigenschaften, um zu 
demonstrieren, daB wir je nach der Arbeitsweise auch aus dem reinsten 
Kisen Eisenoxyd mit qualitativ und quantitativ verschiedenen katalyti- 
schen Eigenschaften erhalten kénnen. Fir die Darstellung des Eisen- 
oxyds im elektrischen Lichtbogen verwandten wir spektralreines Eisen, 
welches uns durch Herrn Prof. V. M. Goldschmidt in liebenswirdiger 
Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Auch die Vorschrift fiir die Dar- 
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stellung des Oxyds verdanken wir einer Privatmitteilung von Herrn 
Prof. Goldschmidt. Verbrennt man das spektralreine Eisen bei 100 bis 
150 Volt Gleichstrom bei 1 Atm. Sauerstoffdruck im Lichtbogen, so 
erhalt man ein ockergelbes Eisenoxyd in auBerordentlicher Feinheit. 
Bei der Ausfiihrung der Versuche wird um die Eisenelektroden eine mit 
Eiswasser gekiihlte Kupferspirale gewunden, an welcher sich das ge- 
bildete Eisenoxyd absetzt. Es enthalt stets 3 bis 6°, zweiwertiges Eisen 
und ist stark ferromagnetisch. Es zeigt weder Katalase- noch Per- 
oxydasewirkung. Durch Kochen mit Perhydrol steigt der Fe!!-Gehalt 
bedeutend und die Farbe geht von ockergelb in dunkelbraun iiber. 
Erhitzt man dieses Produkt am Platinblech, dann wird es dunkelrot. 
Keines dieser hier beschriebenen drei neuen Eisenoxyde bzw. Magnetite 
zeigt _Katalase- bzw. Peroxydasewirkung. 

Um die Bedeutung von beigemengten Fremdstoffen zu chemisch 
reinen Eisenoxyden und den EinfluB auf die katalytischen Wirkungen 
zu prifen, stellten wir ein Oxyd auf folgendem Wege dar. Reinstes 
tisennitrat (10 g) wurde in 500 ccm Wasser unter Zugabe von 10g Jod- 
kalium gelést. In die kalte Lésung werden auf einmal 25 cem Perhydrol 
eingetragen, kraftig geriihrt und hierauf Ammoniak im Uberschu8 hinzu- 
gegeben. Es fallt Eisenoxyd aus, welches nach griindlichem Waschen 
mit Wasser und Trocknen ein samtartig rotbraunes Pulver darstellt, 
welches kein zweiwertiges Eisen enthalt. Es gibt sehr starke Katalase- 
und Peroxydasereaktion. 

Erhitzt man es am Platinblech, dann entweicht reichlich Jod und 
das Oxyd farbt sich schwarz. Das jodfreie Oxyd zeigt weder Katalase- 
noch Peroxydaseeigenschaften. 

Durch das eingehende Studium der Eisenoxyde, ausgehend von 
chemisch reinem Risen, hatten wir somit geniigend Kenntnis erlangt, 
chemisch reine Eisenoxyde und -oxydhydrate herzustellen, welche in 
wechselnder Starke katalatisch oder peroxydatisch wirkten oder bei 
welchen eine dieser Eigenschaften oder beide vollkommen fehlten. 

Alle auf diesem Wege hergesteilten Oxyde bzw. Hydrate waren 
jedoch «-Verbindungen, mit Ausnahme des Lichtbogenoxyds, welches 
aber héchstwahrscheinlich infolge seiner absoluten Reinheit katalytisch 
volikommen unwirksam und fir unsere Zwecke unbrauchbar war. 

Die Herstellung von chemisch reinen y-Eisenoxyden und y-Eisen- 


oxydhydraten an Stelle der bisher verwandten z-Verbindungen wai 


wichtig, weil die y-Verbindungen labile Formen der «-Verbindungen 
darstellen, ahnlich wie Aragonit (CaCQ,) eine labilere Kristallform 
des chemisch gleichen Calcits (CaC Qs) ist und beim Altern unter Energie- 
abgabe in die stabile Form iibergeht. Es erscheint aussichtsreich, mit 
chemisch reinen labilen y-Verbindungen den Einflu®B der Feinstruktur 
der Eisenoxyde biologisch zu prifen, wodurch ein neues Gebiet beziiglich 














270 O. Baudisch : 


Wechselwirkung des anorganischen Kreislaufes mit den Vorgaingen des 
organischen Lebens erschlossen wiirde. 

Unsere Bemiihungen, chemisch reine y-Eisenoxyde und -oxyd- 
hydrate auf einfachem Wege herzustellen, wurden mit Erfolg gekrént, 
woriiber bereits in einer kurzen Mitteilung berichtet wurde. Aus- 
fiihrliche Arbeiten tiber y-Ferrioxydhydrat von Dr. Albrecht und mir 
sind im Druck}. 

Das y-Eisenoxydhydrat, Fe,O, . H,O, ist noch deshalb von gréBtem 
Interesse, da es, an sich vollkommen unmagnetisch, einfach durch 
Entwassern in das stark ferromagnetische, kubische y-Eisenoxyd, 
Fe,0,, iibergeht. Bei diesem Ubergang andert sich die Elektronen- 
konfiguration bzw. die réumliche Anordnung der Eisen- und Sauerstoff- 
atome, was wir friiher im Réntgenbild demonstriert haben. Wir hatten 
bisher leider keine Gelegenheit, die neuen y-Oxyde und die daraus 
durch Erhitzen leicht herstellbaren «-Oxyde auf ihre biokatalytische 
Wirkung zu priifen, was auf der Unterlage der vielen miihevollen 
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ein fruchtbares Forschungs- 
gebiet sein diirfte. Ehe wir zu der Beschreibung der bakteriolegischen 
Untersuchungen iibergehen, wollen wir noch kurz die Technik der 
Priifung der Eisenoxyde auf ihre wasserstoffsuperoxydzersetzende 
Wirkung beschreiben. 

Die Priifung der Benzidinreaktion wurde im allgemeinen in der 
gleichen Weise ausgefiihrt, wie schon in der Arbeit von Webster und 
Baudisch bevichtet wurde. Die Bestimmung der katalatischen Wirkung 
wurde titrimetrisch bestimmt. 

Je 0,02 g der im Vakuumexsikkator sorgfailtig getrockneten Oxyde 
wurden in unten verjiingten Zentrifugenréhrchen eingewogen, hieraut 
0,03 ccm reinstes Perhydrol hinzugegeben und 15 Minuten lang zentri- 
tugiert. Die Réhrcheninhalte wurden mit je 100 ccm Wasser in Erlen- 
meyer-Koélbchen gespilt und darin je 5 ccm der Titration mit n/10 bzw. 
auch n/100 Permanganat verwendet. 

Aus dem verbrauchten Permanganat ergab sich die Menge zer- 
setzten Wasserstoffsuperoxyds. Mit dieser Methode erhalt man ver- 
haltnismaBig genaue Resultate, die leicht reproduziert werden kénnen 
und die fiir unsere Untersuchungen geniigten. 

Wir stellten ferner die Léslichkeit der Oxyde in 1°%,ig. Essigsaure 
fest. Eine abgewogene Menge des Oxyds wurde 5 Minuten mit 1 ig. 
Essigsiure geschiittelt und hierauf zu dem Filtrat eine 1°%ig. schwach 
gelb gefirbte Lésung von Natriumpentacyano-amino-ferroat gegeben. 
Es trat ja nach der Léslichkeit der Oxyde eine mehr oder weniger hell- 


1 J. Amer. Chem. Soc. Februar-Heft 1932. 
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bis dunkel-olivgrine Farbe auf. Blieb die Lésung hellgelb, dann war 


kein Eisen in Lésung gegangen. In der vorstehenden Tabelle I sind 
die Eigenschaften der verschiedenen Eisenoxyde iibersichtlich dar 
gestellt. 

Bakteriologische Untersuchungen in Bouillon. 


Webster und Baudisch hatten eine groBe Reihe von Versuchen in 
Bouillon mit B. lepisepticum erfolgreich ausgefiihrt. Wir wiederholten die 
Versuche mit B. haemoglobinophilus und B. influencae. Folgende Arbeits- 
weise hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen. 

In Reagenzréhrchen wurden je 5ccm Bouillon vom px 7,4 gefiillt, 
dazu je 0,2 g der zu priifenden Oxyde gegeben und im Autoklaven sterilisiert 
Zwei bis drei Réhrchen blieben als Kontrolle ohne Zusatz, und ein bis zwei 
Réhrchen enthielten Blut oder gewaschene Blutkérperchen. Wir impften 
mit je 0,5 cem einer 24 Stunden alten, bluthaltigen Bouillon. Die Priifung 
auf Wachstum wurde sehr sorgfaltig durchgefiihrt. 

Es wurden 6fters Proben entnommen, die in bluthaltige Bouillon 
iibertragen wurden. Von Zeit zu Zeit wurden Platten gestrichen, um die 
Reinheit der Kulturen zu kontrollieren. 

Bei den ersten Versuchen wurden natiirlich immer geringe Mengen 
Blut mit iibertragen, weshalb die ersten zwei bis drei Passagen Wachstum 
zeigten. Diese Passagen sind aber in unserer Tabelle nicht in Rechnung 
gezogen worden, sondern wir beginnen mit jenen Passagen, welche in ge- 
wohnlichster Bouillon kein Wachstum mehr zeigen. Die Angaben in der 
Tabelle II sind eine Zusammenfassung aus vielen Versuchen. 


Tabelle II. 


Wachstum von B. haemoglobinophilus canis. 





Passagen 
N&hrmedium und Zus&tze “T ~~ 2 
1 2 3 4 5 6 7 s 9 10) 11 12 


Bouillon (B) 


B + Blut titi tit titi tl +it+i +i + 
B + aktives Fe, Os aid Bp | fae | a | | . 
B + inaktives Fe,Q, . . . RES ee, POS) ES) Peer end hoy ey ~_ 
B+ Fe,O3, aus Kisencarbonyl 

(ee GP =. s + +'+ + a ee ee oe 
B + Fe, 0, aus Nri... +/+i+/i—|-—|- ae 
B + Fe, Os aus Carbonyl- -Eisen A + + 4+ 34 
B + Fe, Og aus Carbonyl-EisenB + +'+ > + +°+,4+ 4+ 4+ 4/4 4+ 


+ = gutes Wachstum. 
Wachstum findet gelegentlich statt. 
- Kein Wachstum. 


Wahrend B. haemoglobinophilus canis, um auf gewohnlicher Bouillon 
gut zu wachsen,. nur Blut (2-Faktor) bedarf, braucht der Influenzabazillus 
auch noch ein Vitamin (V-Faktor). Es wurde in Form von Tomatenextrakt 
der Nahrbouillon zugesetzt. Die Resultate mit dem B. influenzae sind in 
der Tabelle ITI wiedergegeben. Die Versuche wurden sehr oft mit dem 
gleichen Resultat wiederholt und konnten stets einwandfrei reproduziert 
werden. 








eee 
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Tabelle III. 


Wachstum des B. influenzae. 










; Passagen 
Nahrmedium und Zusi&tze 


Bouillon + V-Faktor (By) : 


By+Blut..........i0¢/+ ti4¢;);4¢+ +:':4+4+°.4+ 4.4/4 
By + Fe,0; aus Eisencarbonyl 

S| eae aoe Ree ++ +4 +4 +i+ + + 4 
By + Fe,;O, aus Nr.1 . . . . i+) + 
By + Fe,Q; aus Carbonyl- 

Kisen A . gE) we ete a BI bes _— 
By + Fe,0; aus Carbonyl- 

ED cae wo a ae ~ Hele el t+ + +t t+i4tit+ + + 


Bei den Versuchen mit dem Influenzabazillus haben wir nur jene 
Eisenoxyde in der Tabelle angefiihrt, welche sich als vollkommen verlaBlich 
erwiesen. Es ist von Interesse. daB die Resultate mit dem B. haemoglobino- 
philus und dem Influenzabazillus so gut wie identisch sind. 

Aus den Versuchen mit Bouillon als Nadhrboden ist immerhin schon so viel 
zu erkennen, daB sich gewisse Eisenoxyde von vielen anderen herausheben 
lassen, die sich als Wachstumsfaktoren dem Blute dhnlich verhalten. 

In der weiteren Entwicklung und Aufklérung der biokatalytischen 
Wirkung von Eisenoxyden erschien es uns vor allem nétig, anstatt Bouillon 
einfachere, woméglich synthetische Niaihrmedien zu verwenden. Webster, 
der auf diesem Gebiete groBe Erfahrung hatte, riet uns zu folgenden zwei 
Nahrmedien, die, wie spater zu ersehen ist, ihren Dienst bestens erfiillt 
haben. 


I. Asparaginmedium. 


Destilliertes Wasser ...... . . 500cem 
Natriumphosphat. ......... lg 
po. a a ae 3g 
Asparagin . ; ; 2¢ 
Acamoniaminctat. . 26 5 5 te es 3¢g 


Das Ganze wurde 5 Minuten lang gekocht und auf ein py 7,4 gebracht. 


II. Casein-H ydrolysatmedium. 


20g mit Ather extrahiertes Casein wird unter Riickflu8 mit einer 
Lésung von 40 g konz. H,SO, in 120 cem Wasser 18 Stunden lang gekocht, 
bis die Biuretreaktion negativ ist. Man alkalisiert mit fein gepulvertem 
Bariumhydroxyd bis zu schwacher Lackmusalkalitat. Hierauf séiuert man 
mit verdiinnter Schwefelséure an, filtriert und priift das Filtrat auf Barium. 
Ist es bariumfrei, dann verdiinnt man auf 1500 cem und stellt auf px 7,4 ein. 

Hiihnercholerabazillus wuchs zwar nicht auf dem Asparagin-, aber 
immer noch auf dem Caseinmedium. 





Verdiinnt man das Caseinmedium mit 0,85°,iger Kochsalzlésung zu 
ein Zehntel der urspriinglichen Konzentration, dann wachsen weder B. lepi- 
septicum noch der Hiihnercholeraorganismus. 


is® 
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Der Zusatz geringer Mengen Blutes zu diesen einfachen Nahrmedien 
genligte, um mit beiden Organismen ausgezeichnetes Wachstum zu erzielen. 
So heBen sich mit B. lepisepticum leicht 12 und mit Hiihnercholera 16 Passa- 
gen erzielen. 

Ausfiihrung der Versuche. 


24 bis 48 Stunden alte Kulturen von B. lepisepticum und von Hiihner- 
cholera wurden zuniachst auf bluthaltigem schragen Agar wachsen gelassen, 
von hier in gewohnliche Bouillon geimpft und fiir 2 bis 3 Stunden bei 37° 
gelassen. Hierauf wurden die Kulturen sowohl in Asparagin- als auch in 
konzentrierte Caseinmedien iibergeimpft und abermals 2 bis 3 Stunden 
bebriitet. Diese Operation wurde wiederholt, worauf nach 25stiindigem 
Verbleiben im Brutschrank die Kulturen gebrauchsfertig waren. Wir er- 
hielten auf diesem Wege kraftig wachsende Stémme, die durchaus_ be- 
friedigende Resultate ergaben. Fir die Priifung der Wachstumsfahigkeit 
wurden 1:5, 1:50, 1: 500 Verdiinnungen hergestellt und in Réhrchen 
gegeben, welche je 5cem Medium enthielten. Das ergab Verdiinnungen 
von 1: 10, 1: 100, 1: 1000 usw. der Originalkulturen, die mit den erwahnten 
Organismen geimpft wurden. Nach 24 oder 48 Stunden wurden aus jedem 
Rohrchen Proben entnommen und Blutagarplatten gestrichen. Die Resultate 
sind aus den Tabellen IV und V ersichtlich. 


Tabelle IV. 


Wachstum von Hiihnercholerabazillus. 





Kulturverdiinnungen 


|} 10-2 10-4 10-6 10-8 
Casein (verdiinnt) oe 
Casein (verdiinnt) + gewaschene rote 
Blutkérperchen . ae + + + 
Asparagin . — — _— 
Asparagin + gewaschene rote Blut- 
kérperchen — + + + 


Tabelle V. 


Wachstum von B. lepisepticum Nr. 1 D. 





Kulturverdiinnungen 


10-2 10-4 10-6 10-5 
Casein (verdiinnt) oe + - 
Casein + gewaschene rote Blutkorper- 
chen L pes 4 + + 
Asparagin. 


Asparagin + gewaschene rote Blut- 
kérperchen ee 
= Gutes Wachstum. 
+ = Wachstum erfolgt gelegentlich. 
= Wachstum erfolgt in den meisten Fallen. 


Aus den Tabellen IV und V ist zu ersehen, daB sich die von Webster 
vorgeschlagenen synthetischen Medien fiir die Versuche sehr gut eignen. 
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weil der Unterschied im Wachstum der Bakterien mit und ohne «-Faktor 
(Blut) ganz charakteristisch ist. Wir hatten viel Miihe darauf verwendet, 
diese Medien so zu gestalten, daB sie fiir die weiteren Untersuchungen stets 
reproduzierbare Resultate gaben. Fiir uns war nun die Frage wichtig und 
interessant, wie sich die Eisenoxyde in diesen Medien verhalten werden und 
ob wir auch hier das Blut mit so einfachen Eisenverbindungen ersetzen 
werden kénnen. Die weiteren Untersuchungen gaben sehr zufriedenstellende 
Resultate, wie aus den Tabellen VI bis XI zu ersehen ist. 


Tabelle VI. 
Wachstum von Hiihnercholerabazillus Nr. 631 in Casein-Hydrolysatmedium 
(verdiinnt). 





Kulturverdiinnungen 


10-1'10-2 10-3) 10-4 10-5 10-6 10-7 10-5 


Casein-Hydrolysat (verdiinnt) (C) + 
C + gewaschene rote Blutkérperchen + 
C + Fe,O, aus Eisenearbonyl (Nr. 1) + 
C + Fe,0, aus Nr. 1. + 
( 


l 


+ ; 
ee pe ee +i 4d - — 
) + Fe, O03 .H,O aus Carbonyl-Kisen B +) + = 


Tabelle VII. 
Wachstum von Hihnercholerabazillus Nr. 631 in Asparaginmedium. 





Kulturverdiinnungen 


10-1 10-3 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 

Asparagin (A). ...... + — 
A + gewaschene rote Blut- 

korperchen a aa + + + + 
A + Fe,O, aus Eisencarbonyl 

(Nr. 1) .-- pe ‘ot + +. + + 4 T — 
A + Fes0, aus Nr.1 .. . + 
A + Fe,0,;.H,O aus Car- 

bonyl-Eisen B . . . . + ‘, n 4 l 


Tabelle VIII. 


Wachstum des B. lepisepticum in Casein-Hydrolysatmedium (verdiinnt). 





Kulturverdiinnungen 





10-1 “10-3 10- 38 10- 7 10 E 10-6 10-7 10-8 
Casein-Hydrolysat (verd.) (C) + : = 
C + gewaschene rote Blut- 
kOrperchen ....... + + +- + | t + 
C + Fe, QO; aus Eisencarbonyl 
| ea ea + + + L 4 
C + Fe,0, aus Nr.1 ... + 


C + Fe,0,.H gO aus Car- 
bonyl-Kisen B. . acute + + 4 - a 
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Tabelle IX. 


Wachstum von B. lepisepticum in Asparaginmedium. 








In 


demonstriert worden, daB sich Eisenoxyde gleicher und verschiedener 
Herstellung biokatalytisch verschieden verhalten kénnen. 


Kulturverdiinnungen 


10-1 10-2 10-5 10-4 10-5 10-6 
Asparagin (A). ......4 4+ 
A + gewaschene rote Blut- 
kérpperchem ....... + + 
A + Fe Qs aus enacting 
(Nr. 1) + 4. en 4 
A + Fes0, aus Nr.1 .. . + 
A + Fe,0s.H,0O aus Car- 
bonyl-Kisen B ...... + +- + ~ 
Ubersichtlicher Vergleich der Anzahl Passagen. 
Tabelle X. 
1. B. lepisepticum. 
Casein (verdiinnt (Cy)] . apr ee Lo ee 
Cy + Secieerhen 60 oi ane? vey ae 
Cy + Fe,O, aus E ay arbonyl (Nr. 1) 8 
Cy + Fe,O, aus Nr. Say l 
Cy + Fe,O,.H,O aus Carbonyl- E isen 1B 3 
Asparagin (A) rh ere te oe ee ee 
A + Blutkérperchen . . . pa be hs ree 
A + Fe,O, aus Eisenc arbonyi (Nr. 1) 8 
A + Fe,O, aus Nr. war ] 
A + Fe,O,.H,O aus Carbony]- Eisen B. 3 
Tabelle XJ. 
2. Hithnercholerabazillus. 
Casein (verdiinnt) (Cy)... ... eee eee: 
Cy + Blutkérperchen.. . ae ee ee 
Cy + Fe,O, aus Eisene arbonyl (Nr. a ai, Aso ol 
Cy + Fe,O, aus Nr.1 ... ee oe ae 
Cy + Fe,O0O,.H,O aus ( ‘arbony!- E isen 1B « 2 be Ss 
rye Meth: te ck 6-4 Ke ke os ee eS 
A + Blutkérperchen. .. eat Sec ceo SE 
A + Fe,O, aus Ejisencarbony! (Nr. ae a 
A + Fe,O, aus Nr. 1. . Vie =o — - 
A — Fe,O,.H,O aus Carbonyl- Ei isen B Ore eos ee 


Diskussion. 


10-7 


den Versuchen von Webster und dem Verfasser ist 


Der Grund 
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dieses Verhaltens konnte nicht erklart werden. Die chemischen und 
physikalischen Untersuchungen schienen immerhin auf gewisse gemein- 
same charakteristische Eigenschaften der biokatalytisch wirkenden 
Eisenoxyde hinzudeuten, so z. B. der Peroxydasewirkung (Benzidin 
+ H,O,) und der Absorption von Sauerstoff. Letztere Eigenschaft 
ist fiir alle bisher als 2-Faktoren angewandten Stoffe charakteristisch 
und schien somit von grundlegender Bedeutung zu sein. 

Aus unseren friiheren Untersuchungen geht hervor, daB alle 
léslichen Eisensalze, welche Sauerstoff binden, dieses Vermégen auch 
gegeniiber H,O, besitzen, und daB sie Peroxyde in Wasser und mole- 
kularen Sauerstoff zerlegen kénnen. Wir schlossen daraus, daB die 
katalatische Wirkung der Eisenoxyde eine der wichtigsten und charak- 
teristischsten Figenschaften unseres einfachen z-Faktors ist. Wir 
versuchten deshalb, chemisch reine Eisenoxyde herzustellen, welche 
starke katalatische Wirkungen besitzen, was uns durch Anwendung 
von Eisencarbonyl und von Carbonyleisen als Ausgangsmaterial gelang. 
Besonders das Fe,O, aus Eisencarbonyl hat sich sowohl in Bouillon 
als auch in den synthetischen Medien als ein wirksamer x-Faktor er- 
wiesen, der das Blut ersetzen kann. Wir wollen es hier vermeiden, eine 
neue Theorie iiber den Mechanismus der 2-Faktorwirkung aufzustellen, 
es soll nur auf die vielen wichtigen Arbeiten der letzten Jahre auf- 
merksam gemacht werden, welche den Zusammenhang zwischen 
Katalase und Redoxsystem von Bakterienkulturen beleuchten. Unsere 
Arbeiten, die mit viel Miihe und Zeitaufwand durchgefiihrt wurden, 
sollen eine Grundlage und einen Ansporn fiir weitere Untersuchungen 
auf einem Gebiet geben, welches besonders fiir bodenbakteriologische 
Fragen von Bedeutung werden kann. 


Literatur. 


1) ..Metallwirtschaft** 10, Heft 14, 265, 1931. — 2) W. 7. Vernadsky, 
..Geochemie“. Akadem. Verlagsgesellschaft m.b.H. Leipzig 1930. 
3) ..Metallwirtschaft*' 10, Heft 14, 265, 1931. 4) E.C. Harder, Tron- 
Depositing Bacteria and their Geologic Relations. U.S. Geological Survey 
Professional Paper 113, Washington 1919. 5) H.O. Halvorson, Soil 
Science 32, 141, 1931. 6) L. T. Webster, Proc. of the Soc. for Exp. Biol. 
and Med. 22, 139, 1924; Leslie T. Webster u. O. Baudisch, J. Exp. Med. 
42, 473, 1925. 7) J. of biol. Chem. 64, 753, 1925 u. f. 8) O. T'. Avery 
u. al., J. Exp. Med. 34, 38 bis 40, 1921 bis 1924. 





Iber Katalasewirkung von Eisenverbindungen in Kulturmedien. 


Von 
Oskar Baudisch und René Dubos. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven, 
Conn.. und dem Hospital des Rockefeller Instituts fiir medizinische Forschung, 
New York.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1931.) 


Die Lebensdauer von Pneumococcen ist mit den Oxydations- 
prozessen der Zellen eng verkniipft. Pneumococcen sterben in gewohn- 
licher Bouillon rasch aus; es geniigt ein kleiner Zusatz von Blut zu dem 
Kulturmedium, um sie lange Zeit am Leben zu erhalten. In flachen 
Schichten an der Luft geziichtet, bilden sich Peroxyde (Benzidin 
+ H,O,-Reaktion), welche die Lebensfahigkeit der Zelle herabmindern 
oder sie ganz téten, unter solechen Umstanden geniigt ein Zusatz von 
Katalase, um sie am Leben zu erhalten?. 

In der vorhergehenden Arbeit wurde demonstriert, daB gewisse 
Kisenoxyde relativ starke Katalaseaktivitat besitzen. Es war von 
Interesse, Kisenoxyde auf ihre Fahigkeit, die Lebensdauer der Pneumo- 
coccen zu verlangern, zu priifen. Die Versuche wurden in der Haupt- 
sache im Laboratorium des Hospitals des Rockefeller-Instituts ausgefiihrt 
und gleichzeitig neben Eisenoxyden auch Eisenpentacyanverbindungen 
untersucht. Die Resultate waren fiir uns im Zusammenhang mit der 
vorhergehenden Arbeit sehr wichtig, da sie gleichzeitig unsere Ansicht 
beziiglich der Bedeutung der Eisenoxydkatalase bestirken konnten. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Pneumococcenkulturen, welche in Bouillon’ kraftiges Wachstum 
zeigen, werden (je 5 und 10 cem) sowohl in Reagenzréhrchen als auch in 


1 DaB die Pneumococcen in Gegenwart von Blut groBe Lebensdauet 


besitzen, beruht nicht nur auf die Gegenwart von Katalase, sondern hangt 
auch mit der Verzégerung der Autolyse durch das Serum zusammen. Der 
letztere Effekt wird aber erst bemerkbar. wenn verhaltnismaBig groBe 
Serummengen vorhanden sind. 
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Erlenmeyerk6lbchen itibertragen. In den ersteren kommen sie mit Luft 
wenig in Bertihrung, wahrend sie in flachen Schichten in den Kélbchen 
rasch aussterben. Die zu untersuchenden Substanzen werden unter der 






iiblichen bakteriologischen Technik in die GefaéBe eingetragen und im 
Dunkelraum bei Zimmertemperatur stehengelassen. Von Zeit zu Zeit werden 
Proben entnommen und auf Blutagarplatten gestrichen. 








Tabelle J. 


Pneumococcus (Stamm R vom 
gewoOhnlicher Bouillon. 











Avirulenter 


Kultur: 









Typ ILI erhalten) in 












Kulturen in den folgenden Zeiten 
(in Tagen) gepriift 








Behandlung 





12 16 24 





10 cem in 250 cem eenenaen ; 
5 . im Reagenzrohr... . <a 
10 , in Erlenmeyer + 150 mg aktives 
















Kisenoxyd. . . aa -+ 
10 cem in Erlenmeyer r+ 30 mg aktives Kisen- 

oxyd . : 4 
10 cem in E rle1 nmeyer _s 150 mg ‘inaktives 

Kisenoxyd. . . a 9 aie Alege + o 






10cem in Erlenmeyer -! - 30 mg_ inaktives 
Kisenoxyd 
10 cem in Erlenmeyer +5 mg " Ferro- -aquo- 





salz ° + { { + 4 
: 10cem in E rlenmeyer a ‘5001 mg F ey Os aus 
' a ee ere ae eee : A. re ry 


Mit virulenten Pneumococcuskulturen waren die Resultate nicht so 
charakteristisch, da die Zellen durch Autolyse zugrunde gingen. 


Tabelle Il. 


Virulenter Pneumococcus (Type IT) in Bouillon. 





Anzahl in Tagen, nach welchen 
die Kulturen gepriift wurden 


Behandlung 
10 20 30 40 
z 10cem in Erlenmeyer ...... . sc — 
§ ~~ y » ” + 500 mg Fey ~ aus Kisen- 
i carbonyl . . . t + = 
4 10 cem in EF rlenmeye er + ‘4 50 mg F €s 0, aus '> isen- 
carbonyl . . . weeds + 
10 cem in Reagensréhichen unter Vaseline aa + + 4 
t 


Webster und Baudisch' hatten gefunden, da Natriumpentacyano- 
aquoferroat als 2-Faktor wirkt, wahrend das Natriumpentacyano- 


J. Exp. Med. 42, 473, 1925; siehe auch Janet M. Bourn, J. of Inf. 
Diseases 41, 294, 1927. 
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aminoferroat keinen Einflu®B ausiibt. Chemisch ist in verdiinnter, 
wisseriger Losung kaum ein Unterschied in der Katalasewirkung der 
beiden Verbindungen zu bemerken, wie Baudisch und Davidson* fest- 
gestellt hatten. Die biologische Methode der Katalasewirkung konnte 
unter Umstanden viel empfindlicher sein, und es wurden deshalb Ver- 
suche mit Pneumococcen ausgefiihrt. 

Je 5ecm gewohnliche Bouillon wurden in Reagenzglasern verteilt und 
mit je 0,lcem einer 12 Stunden alten Kultur (avirulenter Pneumococcus) 
(Stamm R vom Typ II erhalten) geimpft. Die zu untersuchenden Salze 
wurden steril hinzugefiigt und die Réhrchen erst 24 Stunden bei 37° und 
dann bei Zimmertemperatur im Dunkeln stehengelassen. Von Zeit zu Zeit 
wurden Proben entnommen und auf Blutagar gestrichen. 


Die Resultate sind in der Tabelle III ersichtlich. 


Tabelle Ill. 





Gréfe des Wachstums auf Blutagar in der folgenden Zeit 


Nihrmedium (in Tagen) 


Bouillon(B). . . . . +++4+ + 0 0 0 0 
B Blut (Verdiinnung 

107) ww ww EE EE EE EE EH ttt ttt ttt 
B Ferroaquosalz (Ver- 


dinnung 10-°) . . |++4+4+/++4+4+) +4++ | +++ i 0 
B Ferroaquosalz (Ver- 

diinnung 10-4). . ++4+4+ 44 )) 0 0 0 
B Ferroaquosalz (Ver- 

dinnung 10-°). . ++++ 4+ 0 0 0 0 
B Ferroaquosalz (Ver- 

dannung 10-*). . ++44 + 0 0 0 0 
B Ferroaminosalz 

(Verdiinnung 10~*) 0 0 0 0 0 0 
B Ferroaminosalz 

(Verdinnung 10-4) ++4++ 44 0 0 0 0 
B Ferroaminosalz 

(Verdinnung 10-°) ++-++ + 0 0 0 0 
B Ferroaminosalz 

(Verdiinnung 10-®) +++4 a 0 0 0 0 


+-+-+-+ hedeutet sehr gutes Wachstum auf Blutagar. 
++-+ bedeutet gutes Wachstum auf Blutagar. 
++- bedeutet schwaches Wachstum auf Blutagar. 
+ bedeutet Wachstum einzelner Kolonien auf Blutagar. 
0 bedeutet kein Wachstum auf Blutagar. 


Die Versuche zeigen, daB das Ferroaquosalz selbst in groBer Ver- 


diinnung einen giinstigen EinfluB auf die Lebensdauer der Pneumo- 
coccen ausiiben. Ferroaminosalz hingegen verhalt sich negativ und 


! Arch. of Intern. Med. 40, 496, 1927. 
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wirkt eher als Gift. Uber die besonderen Eigenschaften des Ferro- 
aquosalzes haben wir in mehreren Arbeiten ausfiihrlich berichtet und 
gezeigt, daB die eine freie Valenz zu mannigfaltiger Wirkung fahig ist. 
Die koordinative Bindung von Sauerstoff oder von Wasserstoffsuperoxyd 
interessiert uns hier am meisten, weil sie mit der Katalasewirkung jener 
Salze in engster Beziehung steht!. Die von dem einen von uns 
beschriebenen Hemmungsreaktionen! des Ferroaquosalzes gibt uns 
ein Mittel in die Hand, um die Affinitat chemischer Verbindungen zum 
zweiwertigen komplexen Eisen im Ferroaquosalz zu bestimmen. Ver- 
bindungen, welche starke Affinitét besitzen (NH, SH, HCN, NO, 
CO u. a. m.) blockieren die freie Valenz durch Eintritt in den Komplex. 
Es ist daher leicht ersichtlich, daB das Ferroaquosalz, was seine kata 
latische Wirkung anbetrifft, leicht vergiftet werden kann. Wir haben 
gezeigt, daB es physiologisch wichtige Verbindungen gibt, welche stark 
blockierend wirken und somit ist es kein Wunder, daB die Versuche 
mit Ferroaquosalz in Bouillonkulturen von einigen Forschern nicht 
wiederholt werden konnten?. Um Ferroaquosalz erfolgreich als z-Faktor 
anwenden zu kénnen, muB man seine Katalaseaktivitaét in dem Kultur- 
medium zuerst priifen, um sicher zu sein, daB nicht EiweiBspaltungs- 
produkte, vor allem Cystein oder Glutathion, das wirksame Eisen 
vergiftet haben. Ein biologischer Versuch mit Pneumococcen, wie 
wir ihn hier demonstriert haben, diirfte sich fiir eine derartige Priifung 
gut eignen. Auf dieser neuen Erkenntnis konnten wir die friiheren 
Versuche von Wedster und Baudisch ohne Schwierigkeiten reproduzieren. 

Wie aus der Tabelle I und II zu ersehen ist, sind aktives Fe,Q, 
und Fe,O, aus Eisencarbonyl ebenfalls wirksame Stoffe, um die Lebens- 
dauer des Pneumococcus zu verlingern. Beide Oxyde zeigten relativ 
starke Katalasewirkung.  Beziiglich der Stabilitét derartig aktiver 
Eisenoxyde und iiber ihre Empfindlichkeit gegeniiber Katalasegiften 
haben wir bis jetzt noch keine Erfahrung. Die Fortsetzung der Ver- 
suche iiber die biologische Priifung der Katalasewirkung einfacher 
anorganischer Verbindungen sollte fiir die Bakteriologie nutzbringend 
sein, da es diesbeziiglich an empfindlichen chemischen und physikalischen 
Methoden mangelt. 


* Diese Zeitschr. 282, 35, 1931. 
* Zeitschr. f. exper. Med. 65, 805, 1929. 














Zur quantitativen Bestimmung 
kleiner Bromidmengen in Blut und Harn. 





Von 
Knud ©. Miller. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 





Trotz der recht zahlreichen Arbeiten itiber die Resorption der 
Bromide, ihre Ausscheidung und Verteilung im Organismus, gibt es 
meines Wissens noch keine gréBeren Serienuntersuchungen mit haufigen 
Blut- und Harnanalysen an demselben Tiere. Der Grund hierfiir diirfte 
in dem Umstand zu suchen sein, daB die bisher benutzten Methoden zur : 
quantitativen Bromidbestimmung relativ erhebliche Mengen von 
Untersuchungsmaterial erfordern. 


Zweck der vorliegenden Arbeit war es daher, eine analytische 
Methodik zu schaffen, die den Bromidgehalt in leem Serum oder 
Blut zu bestimmen gestattet. 


Friihere Arbeiten. 


Obwohl viele Arbeiten iiber quantitative Bromidbestimmung vorliegen, 
sind ihre Resultate wenig befriedigend, so daB man durchaus berechtigt 
ist, mit Toxopéus' an der Genauigkeit jener Bromanalysen zu zweifeln, 
wie sie in mehreren friiheren experimentellen Untersuchungen _ iiber 
das Schicksal des Broms im Organismus dargestellt wurden. 


Die Methoden zur quantitativen Brombestimmung zerfallen in drei 
Gruppen: 1. Gravimetrische Methoden, 2. kolorimetrische Methoden, von 
denen die wichtigsten auf Grund der Guareschischen Reaktion ausgearbeitet 
sind, und schlieBlich 3. die auf der Berglundschen? Methodik beruhenden. 


A RRS Bes est 


1 M.A. B. Toxopéus, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 149, 263, 1930. 
* Emil Berglund, Zeitschr. f. analyt. Chem. 24, 184, 1885. 























: 





= 
ie 
e 
% 
ba 
2 

¢ 





K. O. Moller: Bestimmung kleiner Bromidmengen in Blut und Harn. 283 


Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Methoden findet sich in einer Arbeit 
von Bernhardt und Ucko'. 

Die am haufigsten angewandten Methoden beruhen auf der von Nencki 
und Schouwmow-Simanovsky* modifizierten Berglundschen Methode. Thr 
Prinzip ist in Kiirze folgendes: Die veraschte Lésung des organischen 
Substrats wird mit primaérem Kaliumsulfat und Kaliumpermanganat 
oxydiert. Hierbei wird Br’ in Br, umgewandelt, das durch einen Luftstrom 
in eine KJ-Lésung enthaltende Vorlage hintibergetrieben wird. Das Brom 
setzt sich hier mit KJ zu Bromion und freiem Jod um, das mit Thiosulfat 
titriert wird. 

Voraussetzung fiir die Verwendbarkeit der Methode ist. daB dabei 
nicht die Chloride wie die Bromide oxydiert werden. Es darf jedoch, wie 
ich mich durch Versuche iiberzeugt habe, fiir sicher gehalten werden, daB 
ein gewisser, wenn auch kleiner Teil der Chloride dennoch oxydiert wird, 
was zu hohe Analysenresultate ergibt. Bei groBen Chlorid- und kleinen 
Bromidmengen in der Analyse wird der Fehler sehr erheblich werden kénnen. 

Ein zweiter Fehler, mit dem man bei den bisherigen Methoden rechnen 
mu, ist die trockene Veraschung, die praktisch bei allen bisherigen Arbeiten 
benutzt wurde. Ganz zweifellos kénnen bei trockener Veraschung sogar 
groBe Bromidmengen verlorengehen*. {Nur wenn die Veraschung in der 
Platinschale unter genauer Beachtung der Temperaturgrenzen von 460 
bis 475° vorgenommen wird, kann ein Bromverlust vermieden werden 
(Behr, Palmer und Clarke?*).| 

Die von Toxopéus gemeinsam mit van Esveld angegebene Methode® be- 
deutet daher einen groBen Fortschritt. Die Methode beruht auf dem von 
Berglund angegebenen Analysenprinzip, sucht aber die oben genannten 
Fehlerquellen zu vermeiden. Durch feuchte Veraschung mit H NO, + K MnO, 
in Anwesenheit von AgNO, vermeidet man mit Sicherheit einen Brom- 
verlust bei der Mineralisierung. Um den Fehler zu vermeiden, der auf der 
Oxydation eines Anteils der Chloride beruht, wird eine Thiosulfatlésung 
zur Absorption des frei gemachten Halogens benutzt, wodurch Br, und Cl, 
als Bromid und Chlorid gebunden wird. Nach Beendigung der Reaktion 
wird die Thiosulfatlésung auf geringes Volumen eingedampft und noch 
einmal oxydiert, aber diesmal wird das frei gewordene Brom in eine Vorlage 
mit KJ-Losung iibergefiihrt. worauf das Jod durch Titrierung bestimmt 
wird. Bei der ersten Oxydation geht eine geringe Chlormenge in die Thio- 
sulfatlésung iiber, bei der zweiten Oxydation ist die Chlormenge, die in die 
KJ-Vorlage iibergefiihrt wird, so minimal, da® sie weit unter der durch 
Titrierung nachweisbaren Menge liegt. 


1 H. Bernhardt u. H. Ucko, diese Zeitschr. 155, 174, 1925. 

2 M. Nencki u. EB. O. Schoumow-Simanovsky,' Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 34, 313, 1894. 

3 Wie groB die Analysenfehler werden kénnen, geht z. B. aus einer 
Arbeit von v. Wyss (Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 55, 263, 1906) hervor, 
wo die Bromidausscheidung beim Menschen bei konstanter Bromid- und 
Chloridzufuhr bestimmt wird. Bei den Versuchen in Tabelle I wird taglich 
3.1 ¢ Bromid gegeben, wahrend die tagliche Totalausscheidung zwischen 
1,3 und 2,6g Bromid noch 45 Tage nach Beginn der Brommedikation 
liegt, zu einer Zeit, wo die Ausscheidung lingst ebenso groB wie die Auf- 
nahme sein sollte. 

4 Behr, Palmer u. Clarke, J. of biol. Chem. 88, 131, 1930. 

Le. 
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Toxopéus und van Esveld geben an, daB etwa 20 cem Harn oder Blut 
zu den Analysen genommen werden sollen, und daB die Resultate einen 
Fehler von etwa + 0,5°, haben. 


Eigene Untersuchungen. 


Die unten beschriebene Methode zur Brombestimmung in kleinen 
Mengen von Blut, Serum und Harn wurde auf Grundlage der van Esveld- 
Toxopéusschen Methode ausgearbeitet. 


Bestimmung von Bromid im Harn. 
Reagenzien. 

1. 10°. ig. Kaliumpyrosulfatlésung, welche zu '/; Teil mit Na,C O, neutra- 
lisiert ist: 1665 cem 12°, ig. K,8,0, + 170cem 2n Na,CO,, verdiinnt mit 
Wasser auf ein Volumen von 2000 cem. 

2. Thiosulfatlésung zur Absorption von Br: 1,6 g wasserfreies Na,CO, 

12,6 g Na,S,0,, 5H,O + Wasser zu 2000 ccm, d. h. eine Konzentration 
von 0,4°,ig. NagS,O, + 0,08 ° ig. Na,CO,. 

3. 3° ige KJ-Lésung. 

4. Natriumhyposulfit, Na,S,O, in Substanz. Der Stoff wird falschlich 
oft Natriumhydrosulfit genannt. 

5. 30° ige chlorfreie H,O,-Lésung. 

Ferner noch andere Reagenzien, wie aus der folgenden Beschreibung 
hervorgeht. 

5cem Harn! werden in einen MeBkolben von 50 ccm abgemessen. 
Es werden hinzugesetzt 1cem 2n HNO, und dann n/10 AgNO, 
in der Regel libcem. Ferner werden 10 ccm konzentrierte HNO, 

+- 5eem 30°¢iges H,O, zugefiigt. Der Kolben wird in ein kochendes 
Wasserbad gesetzt. Nach 2 bis 3 Stunden ist der Kolbeninhalt wasser- 
klar und farblos, die Gasentwicklung hat aufgehért, und das Halogen- 
silber liegt als zusammengeballter Klumpen auf dem Boden des Kolbens. 

Nun wird der Kolben nach Abkiihlung bis zur Marke mit Wasser 
aufgefillt; Filtration durch ein trockenes Glasfilter mittels schwachen 
Uberdrucks (Allihns Réhre, Jenaer Glasfiltergerate, Nr. 15a G3. Das 
AbfluBrohr des Filters wird so weit abgeschnitten, daB es nur etwa 
lem lang ist). 

Vom Filtrat wird ein abgemessener Teil von 25 ccm abpipettiert, 
der mit n/20 Rhodanlésung und Eisenalaun als Indikator titriert wird. 
Auf diese Weise wird der totale Halogengehalt der Analyse berechnet. 

Das Halogensilber wird auf dem Filter mit verdiinnter HNO, 
gespilt und gewaschen und schlieBlich noch einmal mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Etwa 25 cg Na,S8,O, werden nun in das Filterrohr 


' 5cem sind eine geeignete Menge, aber man kann durchaus bis auf 
1! ccm hinunter gehen. In diesem Falle geht man, abgesehen von der Ver- 
eschung, in ganz gleicher Weise wie bei der Serumanalyse vor. 
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gebracht, nachdem dieses mit dem AbfluBrohr auf den Boden eines 
50 ccm fassenden Becherglases gestellt worden ist. In das Filterrohr 
werden etwa 5ccm Wasser gegossen, wodurch das Halogensilber zu 
Bromid + Chlorid + freiem Silber reduziert wird. Innerhalb einiger 
Minuten sickert die Flissigkeit durch das Filter in das Becherglas. 
Die Fliissigkeit wird dann in das Filterrohr zuriickgesaugt, indem man 
einen durchbohrten Gummistopfen im Filterrohr oben anbringt und 
mit der Wasserstrahlpumpe ansaugt. Diese Prozedur wird im ganzen 
dreimal ausgefiihrt. 

Das Filterrohr wird vom Boden des Becherglases abgehoben, 
wonach das Filter und der Niederschlag dreimal mit je 5 ccm einer 
1°/ igen Natriumsulfatlésung gewaschen wird. 

Der Oxydationsapparat wird nunmehr bereitgestellt. Er besteht, wie 
von Toxopéus angegeben (siehe die Abbildung), aus zwei zusammen- 



































Abb. 1. 
Oxydationsapparat, nach Toropéus modifiziert. 


1. Oxydationsflasche, etwa 250 ccm Vol. 

2. Erstes Absorptionsgefai6, etwa 125ccem Vol. 

3. Zweites Absorptionsgefab, etwa 50ccem Vol. 

4. Elektrisch erwirmtes Wasserbad; Temperatur 50 bis 55° C. 
5. Zur Wasserstrahlpumpe. 


geschmolzenen Flaschen; die eine, die Oxydationsflasche, hat ein 
Volumen von etwa 250 ccm, die andere, die Absorptionsflasche, ein 
Volumen von etwa 125 cem. In die Oxydationsflasche werden 3g 
KMnQ, in Substanz gegeben und die Flasche verschlossen. Der Inhalt 
des Becherglases wird durch den kleinen Trichter mit warmem Wasser 
in die Oxydationsflasche gespiilt. In die Absorptionsflasche werden 
50 cem des Thiosulfatreagens eingefiillt und auch dieses GefaB ver- 
schlossen. Die Absorptionsflasche wird mit einem zweiten Absorptions- 
gefaB verbunden, das aus einem groBen Reagenzglas besteht (wie es 
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bei der van Slykeschen Harnstoffanalyse verwendet wird) und 
25 cem des Thiosulfatreagens enthalt. Die Verbindung wird durch ein 
Glasrohr und méglichst kurze Gummischlauche hergestellt. Die Oxy- 
dationsflasche wird in ein niedriges, elektrisch erwirmtes Wasserbad 
mit einer Temperatur von etwa 50 bis 55° gestellt, wonach ein langsamer 
Luftstrom (ungefahr 0,5 bis 0,6 Liter/Minute) durch die Flaschen 
gesaugt wird. Durch den Trichter auf der Oxydationsflasche werden 
40 ccm des Pyrosulfatreagens — erwirmt auf etwa 50° C — eingegossen, 
wonach die Oxydation des Bromids zu Br, beginnt. 

Bei Verwendung mehrerer Oxydationsapparate werden diese 
parallel geschaltet und alle mit einer Wulffschen Flasche verbunden, 
die teils mit der Wasserstrahlpumpe, teils mit einem Hg-Ventil in 
Verbindung steht, um einen konstanten Unterdruck aufrechtzuhalten. 
Nach 2 Stunden ist alles Bromid in die Absorptionsflaschen iibergefiihrt 
und findet sich hier als Na Br. 

Der Inhalt der Absorptionsflaschen wird in ein diinnwandiges 
Glasschalchen iibergespilt, auf etwa 10 bis 15ccm eingedampft?, 
worauf er in gleicher Weise, wie oben beschrieben, unter Verwendung 
von 3g KMnO, + 40 ccm Pyrosulfatreagens oxydiert wird. In die 
Flaschen werden 50 bzw. 25ccm einer 3°,igen KJ-Lésung getan. 
Das Durchsaugen der Luft wird diesmal wahrend 3 Stunden fortgesetzt. 

Die braune KJ-Lésung wird direkt in den Absorptionsflaschen 
mit Thiosulfat titriert, mit Starke als Indikator. Es wird aus einer 
6cem fassenden Mikrobiirette, in der Regel mit n/50 Lésung titriert ; 
bei besonders groBen Bromidmengen in der Analysensubstanz nimmt 
man n/10 Lésung, bei besonders kleinen Mengen n/250 Lésung. 


Bromidbestimmung im Serum und Totalblut. 


leem Serum oder Totalblut werden in einen 50 ccm fassenden 
MeBkolben abpipettiert, woreauf 1cem 2n HNO, sowie 2 bis 3ccm 
n/15 AgNO, zugesetzt werden (2 ccm geniigen fast immer). Ferner 
werden 10 ccm konzentrierte HNO, + 10 ccm 30°Giges H,O, zugefiigt. 
Die Kolben werden in ein Wasserbad gestellt, das allmahlich zum 
Kochen gebracht wird. Bei Serum kann dies schnell geschehen, bei 
Totalblut mu8 man dabei langsam vorgehen, um eine starke Schaum- 
bildung zu vermeiden. Nach einigen Stunden ist die Flissigkeit wasser- 
klar und farblos. 

Filtration durch ein trockenes Glasfilter, wie bei der Harnanalyse 
beschrieben. Vom Filtrat wird ein abgemessener Teil von 25 ccm in 


' Schnelles Eindampfen bis zur Trockene bedingt in den Analysen- 
resultaten keinen Fehler. 
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ein 50 ccm fassendes Erlenmeyer-Kélbchen abpipettiert. Dazu werden 
leem n Ferriammoniumsulfat sowie etwas Ather zugesetzt, worauf 
mit n/30 Rhodan aus einer 2ccm Mikrobiirette titriert wird. Durch 
kraftiges Umschiitteln (der Kolben wird mit Gummistopfen  ver- 
schlossen) fallt das Silberrhodanid als klumpiger Niederschlag aus, der 
sich an der Atherschicht sammelt, so daB die unten verbleibende Lésung 
stets klar bleibt. Es ist dann leicht, den Farbumschlag bei der Titration 
mit einem Tropfen von 0,01 cem zu beobachten, 


Reduktion des Halogensilbers: Da das Halogensilber an Menge 
gering ist, geht man auf folgende Weise vor: Etwa 10 bis 15 eg Na, 8,0, 
werden in den MeBkolben mit 5ccm Wasser gegeben, wodurch 
eventuelle Reste von Halogensilber, die nicht auf das Filter gespiilt 
sind, reduziert werden. Dann wird die Na,S,0,-Lésung in das Filter- 
rohr gegossen, wo die Reduktion, wie beim Harn beschrieben, vor- 
genommen wird. Es wird dreimal mit 5 ccm 1°/, iger Natriumsulfat- 
lésung gewaschen; auch der MeBkolben wird ausgespiilt. 


Die Oxydation geht mit den gleichen Mengen Permanganat und 
Pyrosulfat und im allgemeinen in eben derselben Weise vor sich, wie 
beim Harn beschrieben. Titriert wird mit n/250 ccm Thiosulfatlésung. 


Bemerkungen zur Methodik. 


Die Zeit, die vergeht, bis das Brom quantitativ in die Absorptions- 
flaschen iiberfiihrt worden ist, wird von den meisten Autoren, so auch 
von T'oxopéus, mit ungefihr I Stunde angegeben. Bei den kleinen 
Bromidmengen, mit denen bei den vorliegenden Analysen gearbeitet wurde, 
ist die Dauer dieser Prozedur nicht hinreichend. Selbst bei einer Durch- 
saugungszeit von 2 und 3 Stunden bei der ersten bzw. zweiten Oxydation 
tritt, wenn die Oxydation bei Zimmertemperatur ausgefiihrt wird, ein 
Verlust von 4 bis 6°, ein. Wird die Oxydation und Luftdurchsaugung 
bei der angegebenen Temperatur von 50 bis 55°C vorgenommen, so 
konnte, in Ubereinstimmung mit der gréBeren Léslichkeit der Brom- 
dampfe bei 20° gegeniiber 50°, kein systematischer Verlust nachgewiesen 
werden. (Nach Winkler! ist der Absorptionskoeffizient fiir Bromdampf 
bei 20°C 21,3, wahrend er bei 50°C nur 6,5 und bei 60°C 4,9 betragt.) 


Zur Auswaschung des bei der Reduktion des Halogensilbers aus- 
gefallten Ag konnte destilliertes Wasser nicht verwendet werden, da 
das Silber dann peptisiert wurde und durch das Filter als kolloidales 
Silber hindurchging. Bei Auswaschen mit 1°/,,iger Natriumsulfatlésung 
wird dies vermieden. 


1 L. W. Winkler, Chem. Ztg. 23, 687, 1899. 
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Bei einigen Kontrollanalysen wurde untersucht, ob die Einschaltung 
einer dritten Vorlage zur Bromabsorption nétig ist, wenn sehr groBe 
Bromidmengen in der Analyse vorhanden sind. Es ergab sich aber, 
daB eine solche VorsichtsmaBregel nicht erforderlich ist. Beispiel: 
Die Analyse enthalt 25,0 mg Br’. 


Vorlage Nr. 1 wird titriert mit 2,97 cem n/10 Thio- 


IN gs a Ke. ono ms ae Om Oe ee ee 
Vorlage Nr. 2 wird titriert mit 0,15 cem n/i0 Thio- 
DE 6 on pb O8e ew 4G so ee eee See BS 
Vorlage Nr. 3 wird titriert mit 0,14 cem n/250 Thio- 
a ee Ore kei ae 
Summe: 24,97 mg Br’ 


Als Beleg fiir die Leistungsfahigkeit der angegebenen Methode 
sollen unten einige Kontrollanalysen angefiihrt werden, bei denen 
bekannte Mengen KBr zu Harn zugesetzt worden waren. Die an- 
gefiihrten Beispiele entsprechen dabei einer gréBeren Reihe gleich- 
verlaufener Bestimmungen. Bei allen Analysen wurden 5ccm von 
derselben Harnportion benutzt. 





mg Cl’ in 
5 cem Harn 
gefunden 


Verbrauch von mg Br’ in 
Thiosulfat- 5eem Harn 
lésung in eem gefunden 


mg-°/) Br’ 
im Harn 


Differenz 
in mg 


mg Br’ 


. — 
berechnet Fehler in °/, 


0,150 0,515 n/250 0,165 +0,015 +10 3,3 33,3 
0,150 0,475 2/259 0,152 + 0,002 + 1,3 3,0 33,3 
0,375 1,125 n/250 0,360 > 0,015 - £2 7,2 33,3 
0,375 1,11 n/250 0,355 -6:000 | = 63 7,1 33,4 
0,80 2,48 n/250 0,793 0,007 | = 089 15,9 33,3 
0,80 2,48 n/250 0,793 > 0,007 0,9 15,9 33,2 
2,00 6,24 n/250 1,995 > 0,005 0,3 39,9 33,2 
2,00 6,03 n/250 1,928 - 0,072 | = 3,6 38,6 33,2 
5,00 3,11 0/50 4,97 = 0,08 > 0,6 99.4 33,5 
5,00 3,115 n/50 4,98 - 0,02 - 0,4 99,6 33,4 
10,00 6,14 n/50 9,81 = 0,19 -- 1,9 196 33,6 
10,00 6,22 n/50 9,94 > 0,06 -. 0% 198 33,5 
25,00 3,125 n/10 24,97 > 0,03 - Of 499 33,6 
25,00 3,11 n/10 24,85 > 0,15 ~ Os 497 33,7 


Wie aus den Analysen hervorgeht, gestattet die angegebene Methode 
Brommengen von etwa 0,2 bis etwa 25mg mit groBer Genauigkeit zu 
bestimmen. Andere Analysen haben gezeigt, daB auch Mengen von 
etwa 35 mg Br’ mit der gleichen Genauigkeit bestimmt werden kénnen, 
ohne daB an den angegebenen Mengen der Reagenzien und an den 
angegebenen Zeiten etwas geaindert wird. 


Bei Kontrollanalysen an 1 cem Serum oder 1 cem Totalblut, dem 
bekannte Mengen K Br (zwischen 0,1 und 3 mg Br’, entsprechend einer 
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Konzentration von 10 bis 300 mg-°,) zugesetzt waren, entsprach die 
Genauigkeit bei der Analyse ganz der der obigen Tabelle. Da der Fehler 
bei den zur Serumanalyse benutzten Bromidmengen nur ausnahms- 
weise 0,05 mg Br’ iibersteigt, bedeutet dies, daB die Bromidkonzentration 
in Serum und Blut mit einer Genauigkeit von etwa 5 mg/100 ccm 
bestimmt werden kann. In der Regel wird der Fehler erheblich kleiner 
sein. 

Eine Berechnung der mittleren Fehler der Chloridwerte in obiger 


‘ F , z (z* - a 
Tabelle ergibt einen Wert von m = | \*") = 0,156 mg oder 0,47 % 
a. 


des arithmetischen Mittelwertes. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode angegeben, die mit grober Genauigkeit die 
Bestimmung der Bromidkonzentration in 1 cem Serum oder Totalblut 
oder in lecm Harn gestattet. 








Zur Kenntnis der peroxydatischen Wirkung. 


I. Mitteilung: 
Eine quantitative Bestimmung der peroxydatischen Wirkung mittels Benzidin. 


Von 


Konrad L. Zirm, Fritz Reuter und Harry Willstaedt. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité, 
Berlin.) 


Eingegangen am 23. Dezember 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der peroxydati- 
schen Wirkung sind eine Reihe von Reaktionen angegeben worden?. 
Am meisten wird die Methode nach Willstdtter und Stoll? benutzt, die 
die Bildung von Purpurogallin aus Pyrogallol als Substrat kolorimetrisch 
verfolgen. O. und R. Adler* haben zum qualitativen Nachweis von 
Blut neben einer Reihe von aromatischen Aminen, Aminophenolen, 
Phenolen und Sauren der Biphenyl- und Naphthalingruppe auch 
Benzidin in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd vorgeschlagen. 
Diese Methode wurde zum klinischen Nachweis von Blut von Schumm 
und Westphal*, Schlesinger und Holst®, sowie Cohnheim® benutzt. Zur 
Bestimmung pflanzlicher Peroxydase wurde diese Reaktion unter 
anderen von O. Begemann’ verwendet. Diese Methode gibt jedoch 
nur anndihernd quantitative Werte. Benzidinchlorhydrat als Substrat 
wurde eingehend von Kjéllerfeldt® untersucht. Er fand, daB die Emp- 
findlichkeit der Reaktion schwankt und abhangig von Kristallform 
und Schmelzpunkt des verwendeten Benzidinchlorhydrats ist. 


1 Hieriiber vgl. den ausfiihrlichen Literaturnachweis bei H. W. Bans: 
und H. Ucko, Hoppe-Seylers Zeitschr. 157, 192, 1926. 

2 Liebigs Ann. 416, 21, 1918. 

3’ Hoppe-Seylers Zeitschr. 41, 59, 1904. 

4 Ebendaselbst 46, 510, 1906. 

5 Miinch. med. Wochenschr. 54, 460, 1907. 

6 Zitiert nach Woker, Die chemische Analyse, die Katalyse, Spezieller 
Teil, Abt. II, 8. 242. 

7 Inauguraldissertation Bern 1915 und Pfliigers Arch. 161, 45, 1915. 

8 Pfliigers Arch. 172, 325, 1918. 
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Wir waren bestrebt, Benzidin als Substrat fiir eine einfache und 
verlaBliche Methode zu verwenden. Als Grundlage diente folgende 
Beobachtung: Versetzt man die durch Einwirkung von Peroxydase 
auf Benzidin in essigsaurem Milieu bei Gegenwart von Wasserstoff- 


superoxyd entstandene Farblésung ‘mit einem UberschuB von Natron- 
lauge, so fallt neben unverbrauchtem Benzidin ein braunroter Farbstoff 
aus. Durch Zusatz von Alkohol erhalt man eine klare Lésung, die sich 
leicht kolorimetrieren laBt. Der gleiche Farbstoff wird unter geeigneten 
Bedingungen durch Einwirkung von Kaliumpermanganat auf eine 
Eisessiglésung von Benzidin und analoge Weiterbehandlung gewonnen. 

Der genannte Farbstoff ist in verdiinnten Sauren léslich, in Wasser 
unléslich und besitzt in alkoholischer Lésung Indikatoreigenschaften. 
Im alkalischen Gebiet ist er gelbbraun, beim Ansaéuern tritt tiber ein 
unreines Blau Farbumschlag nach Bordeauxrot ein. Mit Versuchen 
zur Aufklarung seiner Konstitution sind wir beschaftigt. Wir méchten 
fir diesen Kérper den Namen ,,Purpurobenzidin“ vorschlagen. 

Die durch eine bestimmte Permanganatmenge unter entsprechenden 
Bedingungen erzeugte Farblésung dient als Standardvergleichslésung 
zur Kolorimetrie. Auf diese Weise gelingt es, mit Benzidin als 
Substrat zu einer Einheit zu gelangen, den Grad der peroxydatischen 
Wirksamkeit zu bestimmen und iiber den Reinheitsgrad des Enzym- 
praparats Aussagen zu machen. 


Experimenteller Teil. 
Zur Bestimmung der peroxydatischen Wirkung des Hadmins ver- 
wendeten wir folgenden Ansatz: 


1 g Benzidin (Kahlbaum pro analysi') wird in 100 cem Eisessig gelést. 
Bei gelindem Erwarmen lést sich das Benzidin leichter. Schwache Gelb- 
farbung, die hierbei auftreten kann, ist unschiadlich fiir die Reaktion. 
Benutzt man stdtt Eisessig zum Lésen des Benzidins Acetatpuffer (s. unten), 
so erweist sich das Hamin als peroxydatisch weniger wirksam. Zu 1 ccm 
dieser Lésung werden 2 ccm 3 °, ig. Wasserstoffsuperoxydlésung gegeben, die 
durch Verdiinnen aus Perhydrol (Merck, pro analysi, zusatzfrei) hergestellt 
wird. Benutzt man Hydrogenium peroxydatum medicinale D. A. B. VI, 
so tritt ein stérender Niederschlag auf, der vom Konservierungsmittel 
herriihrt. Bei der groBen Empfindlichkeit der Reaktion empfiehlt es sich, 
auf gréBte Reinheit der ReaktionsgefaBe zu achten. Zu diesem Reaktions- 
gemisch fiigt man 4ccm Untersuchungsfliissigkeit, beginnt mit der Zeit- 
rechnung und schiittelt kraftig um. Nach genau 3 Minuten wird die Reaktion 
durch Zugabe von 4ccem 33°,ig. Natronlauge (carbonatfrei) unterbrochen 
und gut durchgemischt. Es fallt neben unverbrauchtem Benzidin der 


1 Wir untersuchten vier verschiedene Fabrikationsschargen von 
Benzidinum pro analysi Kahlbaum, die uns liebenswiirdigerweise von der 
Firma zur Verfiigung gestellt worden waren; sie erwiesen sich als gleich- 
maBig und ausgezeichnet brauchbar ; vgl. I. c. (8). 
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gebildete Farbstoff aus. Durch Zugabe von 5 ccm Alkohol' bringt man die 
Fallung in Lésung. Bei einer Lésung, die 0,1 bis 0,2 y Hamineisen in 4 ccm 
enthielt, erzielten wir eine gut kolorimetrierbare Farbintensitaét. Ver- 
wendeten wir gr6BRere Haminkonzentrationen, so flockte nach einigem 
Stehen der Farbstoff aus, war aber durch gelindes Schiitteln fiir die zur 
Kolorimetrie notwendige Zeit leicht in der Lésung zu halten. Die Reaktion 
wurde bei 20°C ausgefiihrt. 

Zur Untersuchung der peroxydatischen Wirkung des Hamins wat 
es notwendig, die Reaktion unter optimalen Bedingungen vonstatten 
gehen zu lassen. Da Wasserstoffsuperoxydkonzentrationen auBerhalb 
des optimalen Wirkungsbereiches den Katalysator merklich hemmen?, 
untersuchten wir die Reaktion in Gegenwart verschiedener Wasserstoff- 
superoxydkonzentrationen. 


Zur Kolorimetrie wurde das Universalkolorimeter nach Autenrieth 
und Kénigsberger (Hellige, Freiburg i. Br.) benutzt. Mit diesem Apparat 
konnten wir, unter Vermeidung jeglicher Metallteile, mit hinreichender 
Genauigkeit ablesen. Im folgenden Versuch gaben wir die Lésung mit der 
starksten Farbintensitét in den Keil und verglichen hiermit die iibrigen 
Lésungen. Die Farbintensitaét der Lésung im Keil wurde J = 100 gesetzt. 


8 — 
Abb. 1. 
Farbstoffbildung fiir ver- 
schiedene Hy, 02-Kon- 
zentrationen bei kon- 
stanter H&minkonzen- 
tration. 






oj. 95. *S:~~—CSC«SSSS 


mg 0, 


Als, optimale H,O,-Konzentration finden wir 60 mg H,O, in 2 ccm 
fiir die angegebenen Haminmengen. Fiir alle weiteren Versuche mit 
Hamin als Katalysator verwendeten wir daher 2ccm 3°%ig. Wasser- 
stoffsuperoxyd. 

Zur quantitativen Bestimmung der peroxydatischen Wirkung des 
Hiamins verglichen wir die von verschiedenen Haminmengen bei sonst 
gleichbleibendem Ansatz gebildeten Farbintensitaten. 

Von einer Stammlésung, die 0,05 y Hamineisen (Cl-Hamin aus Pferde- 
blut) pro Kubikzentimeter in 5°, wasserigem Pyridin enthielt, wurden 
Verdiinnungsreihen angesetzt, in denen 0,5 bis 4,0cem der Stammlésung 
mit Wasser auf je 4,0 ccm aufgefiillt wurden. Die Kolorimetrie erfolgte 
gegen eine Standardvergleichslésung. 


1 Wir verwendeten absoluten Alkohol, mit 1°, Petrolather vergillt. 
2 R. Willstdtter u. H. Weber, Liebigs Ann. 449, 175, 1926; F. Haber 
u. &. Willstdtter, Ber. 64, 2844, 1931, und zwar S. 2854. 
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Diese stellten wir uns folgendermaBen her: Zu 2cem einer | ° gig. 
Benzidinlésung in Eisessig wurden 3cem n/200 Kaliumpermanganat 
gegeben. Die sofort auftretende intensive Griinfarbung geht innerhalb 
10 Minuten in ein dunkles Rot tiber. Nach dieser Zeit versetzt man mit 
5eem 33°, carbonatfreier Natronlauge und 10 ccm absolutem Alkohol. 

Die auf diese Weise hergestellte Farblésung ist als Vergleichs- 
lésung ausgezeichnet brauchbar, da sie den gleichen Farbton wie die 
zu untersuchenden Lésungen besitzt. Zu erwahnen ist, daB bei hin- 
reichender Substratmenge die gebildete Farbstoffmenge proportional 
der angewandten Permanganatmenge ist. Die Farbintensitat dieser 
Lésung im Keil wurde J = 100 gesetzt. 





Abb. 2. 
Abhingigkeit der Farb- 
intensitit J von der 
Haiminkonzentration, 
kolorimetriert gegen 
zwei verschiedene 
Vergleichslisungen 


Z\ Versuch 





CL ee 











Wt 
(og py Himin -Fe) +2 


Der hier wiedergegebene Reaktionsverlauf konnte in einer Reihe 
von Versuchen sichergestellt werden. Die Reaktion der Farbstoff- 
bildung wird durch eine Funktion von der Art der von Freundlich! 
aufgestellten Adsorptionsisotherme wiedergegeben. Willstdtter und 
Pollinger® haben dieselbe Funktion mit Pyrogallol als Substrat an 
Oxyhamoglobin gefunden. Es besteht die Beziehung: log J = k . log ¢ 
+ log p, worin k und p Konstanten, ¢ die Konzentration des Kata- 
lysators und J die Farbintensitét — ausgedriickt in Prozenten der 
Intensitat der Vergleichslésung — bedeuten. Aus Abb. 2, Kurve I, 
ermittelten wir k = 1,43 und log p = 0,030. Durch Einsetzen dieser 
GréBen in obige Gleichung errechneten wir bei bekannten Hamin- 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 385, 1907; ferner H. Freundlich, 
-Kapillarchemie. Leipzig. 
2 Liebigs Ann. 430, 269, 1923, und zwar 8S. 298ff. 
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mengen ¢ die zugehérigen Intensitaéten J und verglichen sie mit den 
gefundenen, woraus sich auch die Fehlerbreite unserer Ablesungen 
erkennen 1aBt. 

Tabelle I. 





y H&imineisen & 100 7,5 10,0 12.5 15,0 17.5 | 20,0 

% I Ber. 19 29 40 52 64 78 
(Vergleichslésung / 100) Gef. 22 30 39 50 64 76 
22 30 41 53 67 79 

20 27 39 50 65 77 


Zur Sicherstellung unserer Werte verglichen wir eine Versuchs- 
reihe mit einer starkeren Vergleichslésung, die bei sonst gleichem An- 
satz mit 4ccm Kaliumpermanganat hergestellt wurde (Abb. 2, Kurve I). 
Wie erwartet, erfolgte eine Parallelverschiebung der Kurve. 

Von einem nach Willstdtter und Stoll? hergestellten Peroxydase- 
praparat aus Meerrettich stellten wir uns eine wasserige Lésung geeigneter 
Konzentration her. Die zur Untersuchung der peroxydatischen Wirkung 
des Himins benutzte Lésung von Benzidin in Eisessig erwies sich fiir 
die Bestimmung der Meerrettichperoxydase als ungeeignet. Wir ver- 
wendeten daher eine 1°,ige Lésung von Benzidin in Acetatpuffer, die 
folgendermaBen hergestellt wurde: 

1 g Benzidin pro analysi wurde unter Erwarmen in 50 cem n Natrium- 
acetat und 25 ccm Eisessig gelést und mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 
Das px dieser Lésung wurde elektrometrisch zu 3,55 bis 3,65 gemessen. 

Bei geringerer Aziditat lieB sich das Benzidin in dieser Konzentration 
nicht in Lésung halten. R. Willstdtter und H. Weber? fanden mit Leuco- 
malachitgriin als Substrat das Wirkungsoptimum bei py = 3,92. Andere 
Autoren fanden fiir Benzidinchlorhydrat als Substrat das gleiche Optimum. 

Wie bei der Untersuchung der peroxydatischen Wirkung des 
Hamins stellten wir zunachst die fiir die spater verwendeten Ferment- 
mengen optimale Konzentration an Wasserstoffsuperoxyd fest. 


Abb. 3. 
Farbstoffbildung fiir 
verschiedene H» O2- 
Konzentrationen bei 
konstanter Peroxy- 
dasekonzentration. 





G6 G5 05 1 19 §8 75 B 200 
mg Help 


' Liebigs Ann. 416, 21, 1918; 422, 47, 1921. 
2 Liebigs Ann. 449, 156, 1926, und zwar S. 163. 
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Die optimale Wasserstoffsuperoxydmenge wurde zu 1,9 mg_ ge- 
funden. 

Fir die weiteren Versuche verwendeten wir folgenden Ansatz: Zu 
leem 1°,ig. Benzidin in Acetatpuffer wurden 1 ccm 19mg H,O, 
aus Perhydrol durch Verdiinnen hergestellt zugegeben. Genau 3 Minuten 
nach dem Zusatz des Enzyms in 4ccm wurde die Reaktion durch Zufiigen 
von lcem 33°.ig. carbonatfreier Natronlauge unterbrochen. Das aus- 
gefallte Benzidin und der Farbstoff wurden mit 10 cem Alkohol in Lésung 
gebracht. Als Vergleichslésung bei der Kolorimetrie verwandten wir die 
gleiche, wie bei der Untersuchung des Himins angegebene Standard- 
vergleichslésung. 

Um die Abhangigkeit der Farbstoffbildung von der angewandten 
Enzymkonzentration zu untersuchen, machten wir folgende Reihen- 
versuche: Wir bereiteten uns eine Fermentlésung, die unter den an- 
gegebenen Bedingungen unseres Ansatzes Farbintensitaten gab, die 
sich gegen die Standardvergleichslésung angenehm kolorimetrieren 
lieBen. Von dieser wurden n = 0,5 bis 3,5 ccm mit Wasser auf 4 ccm 
aufgefillt. Als MaB fiir die angewandte Enzymkonzentration c setzten 
wir ncem ein. Dieselbe Lésung untersuchten wir gleichzeitig nach 
der von R. Kuhn, D. B. Hand und M. Florkin! angegebenen Methode: 
2ccm dieser Lésung brauchten unter den Bedingungen des Ansatzes 
2,2 Minuten zur Erreichung der Farbgleichheit mit der vorgeschriebenen 
Vergleichslésung. Sie enthielt also 0,013 P. E./cem. 
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Abhangigkeit der Farbintensitaét 7 von der Peroxydasekonzentration, 
kolorimetriert gegen zwei verschiedene Vergleichslisungen. 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 201, 255, 1931. 
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Die Farbstoffbildung folgt analog der bei Pyridin-Hamin als 
Katalysator angegebenen Funktion. Als Konstanten der Gleichung 
ergaben sich in unserem Versuchsansatz: k = 0,784 und log p = 0,771. 
Durch Einsetzen dieser GréBen in die Gleichung errechneten wir fiir 
die bekannten m ccm Enzymlésung die zugehérigen Intensitaten J und 
verglichen sie mit den gefundenen. 


Tabelle Il. 





ecm Enzymlisung 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 
te a ie he 21 36 50 62 74 8&5 96 
Gef. 21 34 50 63 73 85 95 

— - 50 63 73 83 95 


Kurve II der Abb. 4 wurde analog Kurve II Abb. 3 gegen eine starkere 
Vergleichslésung kolorimetriert und zeigte mit durchaus befriedigender 
Genauigkeit die erwartete Parallelverschiebung. 


Um die beschriebene Methode zur Festsetzung von Einheiten 
benutzen zu kénnen, war es notwendig, sich davon zu tiberzeugen, in 
welchem Bereich des Reaktions- 
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Zeitumsatz fiir verschiedene Zeitumsatz fiir verschiedene 
Himinmengen. Meerrettichperoxydasemengen. 


Wie Abb. 5 zeigt, biegen die Zeit-Umsatzkurven um. Bei konstanter 
Haminmenge nihert sich die Menge des im Laufe der Zeit gebildeten 
Farbstoffs asymptotisch einem Grenzwert. Dies wurde fiir 0,05, 0,10 
und 0,20 y Hiamin-Eisen, bestimmt. Der Drei-Minuten-Wert, den 
wir fiir die Bestimmung der peroxydatischen Wirkung des Hamins 
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benutzten, liegt noch im aufsteigenden Ast der Zeit-Umsatzkurve. 
Die je nach 3 Minuten erhaltenen Farbwerte sind je gleiche Bruch- 
teile des Acht-Minuten-Wertes. 

Fiir die Zeit-Umsatzkurven der Meerrettichperoxydase ergibt sich 
ein linearer Anstieg. Bei den gewaihlten Mengen und Zeiten liBt sich 
nur bei der Kurve mit 4ccm Fermentlésung und andeutungsweise bei 
der mit 2 cem der Anfang des Umbiegens erkennen. Wegen des linearen 
Verlaufs der Anfangswerte sind die von uns gewahlten Drei-Minuten- 
Werte untereinander durchaus vergleichbar. 

Die nach bestimmten Zeiten gebildeten Farbstoffmengen verhalten 
sich, wie Tabelle III zeigt. 

Tabelle Ill. 





Zeit in Minuten eem Enzymlisung 


4 


Um mit der Pyrogallolmethode von Willstdtter und Pollinger* 
vergleichbare Resultate zu haben, berechneten wir mit Benzidin als 
Substrat unter den oben angegebenen Versuchsbedingungen die per- 
oxydatische Wirksamkeit wie folgt. 

Erzeugen 4 ccm Untersuchungsfliissigkeit in 3 Minuten die gleiche 
Farbintensitaét wie die Standardvergleichslésung, so ist in ihnen die 
,Hinheit enthalten. Wir schlagen die Bezeichnung ,,Purpuro- Benzidin- 
Einheit’ (P. B.-E.) vor. Unter ,,Purpuro-Benzidin-Zahl“ (P. B.-Z.) 
verstehen wir die Zahl von Einheiten, die in 1 mg Praparat ent- 
halten sind. 

Wenn man die Wirksamkeit eines Praiparats bestimmen will, so 
ermittelt man nach entsprechender Verdiinnung der Enzymlésung 
drei Punkte der Kurve bei wechselnder Enzymmenge und sonst gleichem 
Versuchsansatz. Extrapoliert man bis zur Intensitét J = 100, so findet 


man in dem zugehérigen Abszissenwert die Zahl ccm, in denen | ,,P. B.-E.“ 
enthalten ist. Bei Kenntnis des Trockenriickstandes ]a4Bt sich die 
»P. B.-Z.° leicht berechnen. 


Wir fanden in dem oben angegebenen Beispiel in einer Meerrettich- 
peroxydaselésung nach Kuhn (1. c.) 0,013 P. E./ecm. Aus Abb. 4 ergibt 


1 Liebigs Ann. 430, 269, 1923. 
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sich 0,27 P. B.-E./eem. Fir eine andere Meerrettichperoxydaselésung 
fanden wir: 0,022 P. E./ecm und 0,43 P. B.-E./eem. Als Quotient 
P. K.: P. B.-E. finden wir 21,9 bzw. 19,6. Die Purpurobenzidineinheit 
ist daher rund 20mal kleiner als die Purpurogallineinheit. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine kolorimetrische Methode angegeben, mit Benzidin 
als Substrat die peroxydatische Wirkung von Peroxydase aus Meer- 
rettich und von Hamin zu bestimmen. Fir Meerrettichperoxydase und 
Himin wurden giinstige Versuchsbedingungen gefunden. 

Durch Einwirkung von Kaliumpermanganat auf Benzidin unter 
bestimmten Bedingungen wird derselbe Farbstoff wie durch die per- 
oxydatisch wirksamen Korper erzeugt. Die durch Meerrettichperoxydase 
und Haimin gebildeten Farbintensitéten werden mit dieser Farbstoff- 
lésung als Standardvergleichslésung verglichen. Es werden, unter 
Benutzung dieser Methode, Einheiten festgelegt, die gestatten, analog 
der von Willstdtter und Pollinger gewahlten Nomenklatur, die per- 
oxydatische Wirksamkeit eines Kérpers zu bestimmen. 





Einflu6 des Ergotamins auf die alimentiire Hyperglykaimie 
bei Leberschaidigung durch Phosphorvergiftung. 


Von 
Z. Ernst und St. Karady. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1931.) 


Die Untersuchungen von Hetényi und Pogdny (1), Pollak (2), sowie 
Grunke (3) zeigten, daB Ergotamin die alimentdre Blutzuckersteigerung hemmt. 
Diese Beobachtung schien die sogenannte Reflextheorie der alimentéren 
Blutzuckersteigerung zu stiitzen, indem angenommen wurde, daS das 
Ergotamin durch Ausschaltung des sympathischen Nervensystems den 
durch das Kohlenhydrat von der Darmwand aus ausgelésten reflektorischen 
Glykogenzerfall verhindert. Doch weisen Grunke und auch Pollak — der 
zeigen konnte, da8 die Wirkung des Ergotamins durch Atropin gesteigert 
wird darauf hin, da8 das Ausbleiben der alimentéiren Hyperglykamie 
durch einen anderen Mechanismus, und zwar durch eine gesteigerte Assimila- 
tionsfahigkeit der Leber fiir Kohlenhydrate infolge der Ergotamin- oder 
Ergotamin-Atropinanwendung zu erkliren ist. Hirschhorn, Pollak und 
Selinger (4) zeigten naémlich, daB die Blutzuckerkurve nach Galaktose- 
zufuhr und einer Ergotamin-Atropineinspritzung abgeflacht ist, wobei 
die Autoren von den beiden verwendeten Substanzen die wichtigere Rolle 
dem Ergotamin zumessen. Auch die Galaktosurie ist nach Ergotamin- 
Atropinbehandlung geringer. Diese Versuche zeigen, daB infolge dieser 
Pharmaka die Galaktoseassimilationsfahigkeit der Leber zunimmt. Es 
lag auf der Hand, anzunehmen, daB die Assimilationsfahigkeit nicht nur 
fiir Galaktose, sondern auch fiir Dextrose zunimmt. Pollak (2) meint, 
da8 dem Organismus in der Leber regulatorische Einrichtungen zur Ver- 
fiigung stehen, die ihn in die Lage versetzen, den im Darmkanal resorbierten 
und in der Pfortader zustr6menden Zucker dem Blute der letzteren rasch 
volistandig zu entreiBen. Diese Einrichtungen waren aber in der Norm 
nicht vollstaéndig ausgeniitzt, sondern stiinden unter einer Sperre, welche 
durch Ergotamin oder Atropin ganz oder teilweise geéffnet werden kann. 

Die Kohlenhydratassimilationsfahigkeit der Leber ist — eine funktions- 
tiichtige Leberzelle angenommen — in erster Linie von der Intensitat der 
aktuellen Insulinwirkung abhangig. Es ist deshalb denkbar, daB die Ergo- 
taminwirkung auf einer Steigerung des Insulineffektes beruht. Eine solche 
Wirkung des Ergotamins haben Burn (5) sowie Moretti (6) angenommen, 
doch haben Silberstein und Kessler (7), Bucciardi (8) und wir in Versuchen 
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mit Haintz (9) eine Steigerung des Insulineffektes durch Ergotamin ver- 
miBt. Die Hemmung des Blutzuckeranstiegs ist also nicht durch eine 
Sensibilisierung gegen Insulin verursacht. Trotzdem kommt die Wirkung 
des Ergotamins nur dann zur Geltung, wenn geniigend Insulin vorhanden 
ist. Es wurde namlich gezeigt (9), daf& bei Diabetikern das Ergotamin 
nicht in demselben MaBe wie bei gesunden wirksam ist. Es kommt in 
jedem Falle bei Diabetikern trotz vorheriger Ergotamineinspritzung nach 
Kohlenhydratzufuhr eine alimentaire Blutzuckersteigerung zustande. Es 
hat den Anschein, als ob das Ergotamin in einer gewissen Vorstufe der 
Kohlenhydratassimilation eingreift, es muB aber geniigend Insulin vor- 
handen sein, um den ProzeB zu vollenden. 


Um einen naheren Einblick in diese Verhaltnisse zu gewinnen, 
wurde die Einwirkung des Ergotamins auf die alimentire Hyper- 
glykimie an phosphorvergifteten Tieren verfolgt. Infolge der schweren 
Schadigung der Leberzelle, die zu einer fettigen Degeneration sowie 
vélligem Glykcgenschwund fiihit, verliert die Leber — wie Neu- 
bauer (10), Frank und Isaac (11) zeigten — ganzlich die Faihigkeit, aus 
zugefiihrten Kohlehydraten Glykcgen zu bilden. Infolgedessen ist 
die alimentare Blutzuckersteigerumg schon vom zweiten Tage der 
Vergiftung an erh6ht und dauert auch linger als bei normalen Tieren. 
In unseren Versuchen haben wir phosphorvergifteten Kaninchen nach 
einer Ergotamingabe Zuckerlésung mit der Sonde eingefiihrt und die 
Blutzuckerkurve becbachtet, um zu sehen, ob bei der glykogenfreien 
und zur Glykogensynthese unfahigen Leber das Ergotamin auch einen 
hemmenden EinfluB auf die alimentére Blutzuckersteigerung ausiibt. 


Methodik. 


Phosphor wurde in O] gelést den Kaninchen subcutan verabreicht, 
und zwar in den ersten Versuchen 10 mg pro Kilogramm Koérpergewicht., 
wie in den Versuchen von Frank und Isaac (11), in den weiteren nur 8 mg 
pro Kilogramm. 2 oder 3 Tage spaéter wurde Blut zur Zuckerbestimmung 
entnommen, Ergotamin subcutan injiziert und nach 1 Stunde die alimentare 
Blutzuckerkurve untersucht. Ergotamin gaben wir in der Form Gynergen 
Sandoz. In dem ersten Versuch verabreichten wir ebenso wie Lesser und 
Zipf (12), die die blutzuckersenkende Wirkung des Ergotamins am Kanin- 
chen zuerst zeigten. pro Kilogramm Korpergewicht 6 mg. Doch war diese 
Dosis zu groB, denn das durch die Phosphorinjektion ohnedies schwer 
geschadigte Tier starb 3 Stunden nach der Ergotamininjektion, auBerdem 
war es unméglich, infolge der GefaBkontraktion aus den OhrgeféBen Blut 
zu gewinnen, auch dann nicht, wenn das Ohr mit Xylol, welches immer 
eine miachtige GefaiBerweiterung hervorruft, bestrichen wurde. Deshalb 
gingen wir zu den von Pollak (2), Grunke (3) und anderen verwendeten 
kleineren Dosen iiber, und zwar 1 mg pro Kilogramm Kérpergewicht. 1 Stunde 
nach der Ergotamininjektion nahmen wir nochmals Blut und gaben nachher 
mit der Schlundsonde 100 ccm 10°,ige lauwarme Dextroselésung. Blut- 
entnahme nach ?/,, 1, 2 und 3 Stunden. Blutzuckeruntersuchung mit der 
Folinschen kolorimetrischen Mikromethode. In vier Versuchen wurde 
nach der letzten Blutentnahme das Tier durch Nackenschlag get5tet und 
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der Glykogengehalt der Leber nach P/liiger bestimmt. Die Bestimmung 
geschah in 30 bis 45g des Leberbreies. Nach Hydrolyse des Glykogens 
wurde die Zuckerkonzentration nach Folin bestimmt. In denselben vier 
Versuchen bestimmten wir auch den im Magen und Darm zuriick- 
gebliebenen Zucker. Zu diesem Zwecke wurde die Cardia und das Sigma 
sofort nach dem Tode des Tieres abgeklemmt, Magen und Darm im Zu- 
sammenhang ausgenommen, zerschnitten und mit 0,5°.iger Salzsiure 
mehrmals gewaschen. Die Waschwasserportionen wurden durch mehrfache 
Gazeschicht filtriert, vereinigt, sodann auf 1000 ccm aufgefiillt. Ein Teil 
dieses Filtrats wurde nach Zugabe von Tierkohle-filtriert, dann neutralisiert 
und in dem farblosen und klaren Filtrat der Zucker nach der Folin-Wu- 
Methode bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

In der Tabelle sind die Versuche, von dem dritten angefangen, 
aufgenommen. Der erste Versuch miBlang infolge der tibergroBen 
Ergotamindosis (s. oben), das zweite Tier starb an dem der Phosphor- 
injektion folgenden Tage. Auch im dritten Versuch war trotz 
der geringeren Ergotaminmenge der Zustand des Versuchstieres sehr 
schlecht. Wir fiihrten das auf die hohe Phosphormenge zuriick und 
gaben deshalb in den weiteren Versuchen weniger Phosphor. Die Tiere 
waren demzufolge in den weiteren Versuchen in einem besseren Zustande, 
nur im achten Versuch muBte der Versuch wegen des moribunden 
Zustandes des Tieres frihzeitig unterbrochen werden. Ein Tiefsinken 
des Nichternblutzuckerwertes am zweiten und dritten Tage der Ver- 
giftung, wie es Frank und Isaac (11) beobachteten, wurde selbst an 
den Tieren Nr. 3 und 8, welche wahrend des Versuchs starben, vermiBt, 
und auch in den iibrigen Versuchen haben wir einen normalen Nichtern- 
blutzuckerwert beobachtet. 

Aus den zugefiihrten 10 g Zucker wurde wahrend 3 Stunden 5,8 bis 
7,8 g resorbiert. Scott und Ford (13) fanden, daB gesunde Kaninchen 
von demselben Koérpergewicht wahrend derselben Zeit im Durchschnitt 
13,5 g Dextrose resorbieren. In unseren Versuchen war also die 
Resorptionsgeschwindigkeit ungefahr halb so groB wie unter normalen 
Verhaltnissen. Trotz dieser langsameren Resorption steigt die Blut- 
zuckerkurve beiliufig in demselben MaBe wie in den Versuchen von 
Bang (14) nach der Darreichung derselben Zuckermenge an gesunde 
Kaninchen, sie verharrt aber langer auf der Héhe, da in den Versuchen 
von Bang in der dritten Stunde der Blutzucker schon wieder zu normalen 
Werten zuriickkehrte, in unseren Versuchen aber der Blutzuckerwert 
in der dritten Stunde noch immer hoch ist. Der Zucker wird also in 
der Leber unvollstandig zuriickgehalten. Die schlechte Zuckerassimila- 
tionsfihigkeit der Leber ist durch die Unfahigkeit der durch Phosphor 
geschadigten Leber, Glykogen zu stapeln, bedingt. Es wurde ja schon 
durch die Versuche von Frank und Isaac (11) gezeigt, und auch unsere 
Versuche zeigen, daB trotz der Dextrosegabe in der Leber nur Spuren 
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von Glykogen zu finden sind. (Nur in einem Versuch fanden wir mabige 
Mengen Glykogen.) 

Dab bei Phosphorvergiftung die alimentaére Blutzuckersteigerung 
trotz der Ergotamingabe zustande kommt, ist gut mit der von Pollak (2) 
und Grunke (3) sowie unseren gemeinsam mit Haintz (9) vertretenen 
Ansicht in Einklang zu bringen, nach welcher die hyperglykamie- 
hemmende Wirkung des Ergotamins am gesunden Organismus auf 
einer Steigerung der Zuckerassimilationsfahigkeit der Leber beruhen mul. 
Wenn die Kohlenhydratassimilationsfahigkeit durch die schwere Schddigung 
der Leber verlorengegangen ist, so kann auch das Ergotamin keine Fixation 
des Zuckers zustande bringen und demzufolge auch nicht die alimentaire 
Blutzuckersteigerung hemmen. Gegen die Annahme, daB die 
Ergotaminwirkung in einer Hemmung der Glykogenmobilisierung 
bestehe, spricht schon die Tatsache, daB die alimentére Blutzucker- 
steigerung nicht durch eine Glykogenmobilisierung zustande kommt, 
da doch bei den phosphorvergifteten, vollstandig glykogenfreien 
Kaninchen von einer Glykogenmobilisierung tiberhaupt keine Rede 
sein kann und doch die alimentaire Steigerung héher als bei normalen 
ausfallt (Franck und Isaac). Die héhere Steigerung des Blutzuckers 
bei Phosphorvergiftung kann nur auf der schlechteren Assimilation 
des resorbierten Zuckers beruhen. 

Wir bemerken noch, daB entgegen dem Verhalten des normalen 
Organismus, in welchem das Ergotamin den Niichternblutzuckerwert 
unbeeinfluBt 14Bt oder leicht senkt [Lesser und Zipf (12), Seidel (15), 
Nitzescu (16), Grunke (3), Rothlin (17), Moretti (6) u. a.], bei den 
phosphorvergifteten Kaninchen vielleicht eher eine leichte Erhéhung 
nach Ergotamin zu beobachten ist. 
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Eine neue Mikro-Stickstoffbestimmungsmethode 
und ihre Anwendung bei der .CaR* (Krebsreaktion). 


Von 


Hans J. Fuehs und M. y. Falkenhausen. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule Berlin 
und der Medizinischen Universitaétspoliklinik Breslau.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 

Bei vielen Versuchen, deren Ergebnisse auf sehr genauen Rest- 
stickstoffbestimmungen basieren (1), bot sich reichlich Gelegenheit, 
die Vorziige und Fehler der zahlreichen einschlagigen Methoden 
griindlich zustudieren. Dabei entstanden viele technische Veranderungen, 
die, vielfach erprobt, an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben worden 
sind (2). Diese hatten als gemeinsame Grundlage das Kjeldahlsche 
Verfahren, dessen Brauchbarkeit zu Mikrobestimmungen zuerst Bang (3) 
erkannt und unter Heranziehung der jodometrischen Titration der 
Offentlichkeit iibergeben hat. An dieser Stelle sei namentlich darauf 
hingewiesen, daB das Kondensationsrohr des Kiihlers, in dem sich bei 
der Destillation der das Ammoniak enthaltende Wasserdampf nieder- 
schlagt, sehr kurz gehalten werden muB. Je gréBer die vom Kondensat 
benetzte Oberfliche ist, desto mehr Destillat bleibt auch darin haften, 
desto gréBer ist demnach auch die Fehlerquelle. V6llig abwegig ist 
daher z. B. die Technik von Yokota, der ein durch schlangenférmige 
Windungen noch besonders stark verlingertes Kondensationsrohr 
benutzt. 

Diese Methodik erheischt nun aber neben einer besonders aus- 
gebauten Apparatur eine groBe Anzahl verschiedener, bester Chemikalien, 
reinstes destilliertes Wasser, genauestens eingestellte Normallésungen. 
Ferner erfordert die Ausfiihrung der Reststickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl sehr viel Zeit. Beispielsweise, wenn an einem Tage 100 und 
mehr Reststickstoffbestimmungen auszufiihren sind — wie das bei 
unseren Untersuchungen oft wochenlang der Fall war —, macht 
sich das Bedirfnis nach einer zwar mindestens ebenso genauen, aber 
zeitlich und finanziell sparsameren Methode stark bemerkbar, das zur 
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Entwicklung der im folgenden beschriebenen kolorimetrischen Stick- 
stoffbestimmungsmethode fiihrte. Sie ist — wie auch die von dem 
einen von uns angegebenen Verbesserungen des Mikrokjeldahls— - 


durchaus nicht grundsatzlich neu. Im Gegenteil — nach griindlichem 
Studium der bereits vorhandenen Erfahrungen wurden diese weit- 
gehend verwertet, nach ausreichender Erprobung derselben wurden 
alle ihre wirklich brauchbaren Einzelheiten méglichst beibehalten. 
Der leitende Gedanke war, die méglichen Fehlerquellen auf das iuBerste 
Minimum zu reduzieren und dabei die Apparaturen weitgehend zu 
vereinfachen. 
B. Methodik. 


Viele Forscher haben sich mit der kolorimetrischen  Stickstoff- 
bestimmungsmethode beschaftigt. Nesslers Reagens, eine alkalische Lésung 
von Kaliumquecksilberjodid, zeigt noch die Anwesenheit von etwa 
1/s90000 mg Ammoniak durch Auftreten gelber Farbe an: Es entsteht aus 
dem farblosen kristalloiden Komplexsalz das gelbe Kolloid, welches 
entsprechend den physikalischen Momenten seines Fliissigkeitsmilieus 
in mehr oder weniger langer Zeit nach seiner Entstehung ausflockt. Infolge- 
dessen ist die Kolorimetrie einer nesslerisierten Ammoniumsalzlésung mit 
Schwierigkeiten verbunden, wenn die Salzmenge in derselben so groB ist, 
daB das gelbe Kolloid instabil wird. Es kommt dabei nicht nur auf die 
Konzentration der Ammoniumsalze, sondern tiberhaupt auf den Salzgehalt 
der diese enthaltenden Lésung an. Denn die geringsten Spuren eines 
Kolloids kénnen durch starke Salzkonzentration zur Ausfallung gebracht 
werden. 

In einer friiheren Arbeit (4) wurde bereits eine fiir klinische Zwecke 
vollkommen_ ausreichende’ kolorimetrische Reststickstoffbestimmungs- 
methode angegeben, bei der mittels eines zweiten Kolloids (Gummi arabicum) 
das entstehende gelbe Kolloid stabilisiert werden kann. Im Verlauf dieser 
Untersuchungen zeigte sich aber, da nicht alle Gummipraparate ihren 
Zweck zufriedenstellend erfiillen. Wahrend einige derselben schon in sehr 
geringer Menge die Nessler-Lésung stabilisieren (1°,), erreicht man die 
gleiche Wirkung mit anderen Praparaten gleicher Herkunft erst bei 5°, 
und mehr. Gleichzeitig war zu beobachten, daB die Empfindlichkeit des 
Nesslerschen Reagens um so geringer wurde, je mehr Stabilisator in ihm 
enthalten war. 

Eine briefliche Mitteilung von Herrn Dr. Wolf, Cambridge, dem an 
dieser Stelle nochmals bestens gedankt sei, lenkte die Aufmerksamkeit 
auf ein indisches Gummipriparat (Gum ghatti). Dieses von der am 
SchluB genannten Firma in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestel!te 
Praparat erwies sich bei vielen vergleichenden Versuchen als das weitaus 
beste Gummipréparat, welches den Zweck, das kolloide Prazipitat zu 
stabilisieren, in ausgezeichneter Weise erfiillt. 

Die Reststickstoffbestinummung z.B. im Serum geschieht also dann 
auf folgende Weise: 

In ein Reagenzglas werden mittels Prazisionspipette genau 1,0 cem 
des zu untersuchenden Serums eingefiillt. Mit einer Prizisionsvollpipette 
*werden 11,0 cem 2,5°,ige Trichloressigséurelésung hinzugefiigt. Die 
Auswahl der 2,5°% igen Trichloressigsiiure ist dadurch begriindet, daB 
nur diese im Gegensatz zu den zahlreichen anderen EnteiweiBungsmitteln 
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(kolloides Eisenhydroxyd, Metaphosphorséure, Pikrinsiure, Phosphor- 
wolframséure) bei der Ausfallung der hochmolekularen Proteine die Inter- 
mediarprodukte nicht im Niederschlag zuriickhalt. Nach den eingehenden 
Untersuchungen von A. Hiller und D. van Slike (5) schlagt 2,5°,ige Tri- 
chloressigsaure nicht nur am besten quantitativ das gesamte hochmolekulare 
EiweiB im Serum nieder, sondern garantiert auch das Nichtauftreten 
hydrolytischer Zersetzung des Niederschlags bei langerem Stehenlassen. 
Folin-Wu (6) erreichen bei ihrer Wolframatmethodik das gleiche dadurch, 
daB das Fallungsgemisch aus Natriumwolframat und Schwefelséure ein 
fast vollkommen neutrales Gemisch mit dem Serum ergibt. Trotzdem 


hat wie die vergleichenden Untersuchungen in groBer Zahl ergeben 
haben die Fallung mit 2,5°,iger Trichloressigséiure noch evidente Vor- 


teile gegeniiber der Folin-Wu-Methode: 1. wird bei Verwendung von Tri- 
chloressigséure nur einmal pipettiert, wahrend dies bei der Methode nach 
Folin-Wu dreimal erfolgt, der Pipettierfehler dabei wird sehr groB; 2. geht 
die Filtration hei 2,5 °,iger Trichloressigséure viel rascher und vollstandiger 
vor sich als bei Gebrauch von Wolframat, wo der dicke Eiwei8-Wolframsaure- 
niederschlag nicht nur das Filter griindlich verstopft, sondern auch sehr 
viel Fliissigkeit zuriickhalt; da bei der Filtration im warmen Laboratorium 
auf der Filteroberflache eine ganz beachuliche Verdunstung der Fliissigkeit 
vor sich geht (wie ein den Trichter zudeckendes, mit einem daraufgelegten 
Stiickchen Eis gekiihltes Uhrglas erschreckend deutlich zeigt), ist es wertvoll, 
die Filtrationszeit nach Méglichkeit abzukiirzen ; 3. erhalt man eine bedeutend 
gréBere Filtratmenge beim Fallen von 1,0 ccm Serum mit 11,0 ccm 2,5 °,iger 
Trichloressigsaéure als bei der Folin- Wu-Methode, so daB der Pipettierfehler 
beim Ubertragen von 8,0 ccm Filtrat in den Verbrennungskolben wiederum 
kleiner wird als bei Verwendung der iiblichen 5,0 ccm Folin-Wu-Filtrat; 
4. wird die Trichloressigsiure — das ist der wichtigste Vorteil! — bei der 
nachfolgenden Verbrennung des Filtrats mittels Schwefelséiure vollkommen 
verbrannt, wahrend im veraschten Folin-Wu-Filtrat noch Wolframatsalze 
zuriickbleiben, die bei der nachfolgenden Nesslerisierung sich sehr stérend 
bemerkbar machen. 

Es hat sich ferner gezeigt, dai es von groBem Vorteil ist, die Trichlor- 
essigsiurelésung vor Zusatz zu dem Serum auf 20 bis 25°C zu erwarmen. 
Die Fallung entsteht dann in grobflockiger Form, und auch nach griind- 
licher Zerteilung der Flocken durch heftiges Schiitteln des verschlossenen 
Glases ergibt die Filtration stets ein klares Filtrat und erfolgt gleichzeitig 
auBerordentlich schnell, da die groben Flocken das Filter nur sehr wenig 
verstopfen. 

Sofort nach Zusammenbringen von Serum mit Trichloressigséure und 
griindlichem Schiitteln der Fliissigkeit wird diese durch ein gewdhnliches 
Schleicher-Schiill-Filterchen von 7 ccm Durchmesser in ein zweites Reagenz- 
glas filtriert, wobei sorgfaltigst darauf geachtet wird, daB die ersten Tropfen 
vollkommen wasserklar sind. Das Trichterchen wird dabei mit einem 
Uhrglas bedeckt. Nach etwa 15 Minuten ist bereits das gesamte klare 
Filtrat gewonnen (etwa 9ccm), von dem man mittels Prazisionspipette 
8,0 cem entnimmt und in ein Verbrennungskélbchen tibertragt. 


1. Verbrennungsapparatur. 


Das Verbrennungskélbchen ist dem Verbrennungsapparat angepaBt, 
der sich von anderen ahnlichen Konstruktionen wesentlich unterscheidet. 
Parnas und Wagner ebenso wie Pregl (7) verwendeten Glasrohre von groBem 
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Durchmesser, um die bei der Veraschung der organischen NSubstanz frei 
werdenden Dampfe darin autzufangen und mittels Wasserstrah]pumipe 
abzusaugen. Auf diese Weise sollte sich der Abzug eriibrigen. Bei diesen 
beiden Konstruktionen ist zwar dieser Zweck ausgezeichnet erftillt worden 
Andererseits ist aber ein neuer Fehler hinzugekommen, der noch stiarket 
zum Ausdruck kommt, als bei dem Veraschen unter dem Abzug. dadurch, 
daB die in die Glasrohre von der Wasserstrahlpumpe gesaugte Luft det 
Laboratoriumsatmosphaére entstammt, die mehr oder weniger Ammoniak 
enthaélt. Unter dem mit sauren Verbrennungsgasen reichlich angefiillten 
Abzug (besonders wenn der Abzugsregulierungsmechanismus, wie Lock 
flamme, schlecht funktioniert!) ist dem Ammoniak der Zugang in die Ver 
brennungskolben sehr erschwert. Bei den erwahnten Konstruktionen aber. 
wo ununterbrochen ein Luftstrom an den Kolbenéffnungen vorbeigesaugt 
wird, ist das Eindringen von Ammoniak bedeutend erleichtert. Um diese 
durch Versuche klargestellten Mangel der erwahnten Apparate abzustellen, 
wurde folgende Konstruktion entwickelt (Abb. 1). 


Sie besteht aus einem Glasrohr aus Jenaer Cierateglas von geringem 
Durchmesser. an das in abwechselnder Reihenfolge rechts und links schriig 
nach oben weisende, kurze Rohrstiicke angeschmolzen sind. Diese stehen 
zueinander in einem Winkel von 90° Sie sind tubusartig am Ende etwas 
auftgetrieben, so daB ein kurzes Stiick Gasschlauch, welches dariibergezogen 
ist. nicht abgleiten kann. Beide Langsenden dieses Glasrohres tragen 
Normalschliffe. An das eine wird eine speziclle (raswaschtlasche, an das 
andere ein Riickschlagventil und an letzteres der zur Wasserstrahlpumpe 
fiihrende Crummischlauch angeschlossen. Die eben genannte = spezielle 
CGaswaschtlasche garantiert die restlose, zuverlassige Befretung der durch 
gesaugten Laboratoriumsluft von Ammoniak. Zu diesem Zwecke ist sie 


mit einer doppelten Sicherung versehen: Die Luft wird zuerst zum Gerite 


glasfilter gefiihrt und bei ihrem Austritt aus diesem in die dariiberliegende 
etwa 20° ige Schwefelsaiure in recht feine Blaschen zerteilt. Da abet 

wie Versuche gezeigt haben bei raschem Durchsaugen doch noch nicht 
das gesamte Ammoniak restlos von der Schwefelsaure zuriickgehalten wird, 
weil nicht alle Luftpartikel mit der Schwefelsaure dabei in’ Beriihrung 
kommen koOnnen, mu8 die Luft nach Durchgang durch die Schwefelsaure 
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noch ein starkes Glaswollefilter passieren, das ebenfalls mit der Schwetel- 
siure gut durchfeuchtet ist. Erst dann gelangt die Luft in das Verbrennungs- 
sammelrohr. In dieser Weise ist der eigentliche Zweck erfillt: wenn man 
vor diese Gaswaschflasche eine andere mit etwa 20°, iger Ammoniaklésung 
und hinter dieselbe eine dritte mit schwacher Schwetelsaure schaltet und 
von hier aus Luft in sehr starkem Strom durchsaugt, so fangt die Gas- 
waschflasche in eben beschriebener Form das gesamte Ammoniak ab: 
denn auch nach | Stunde andauernden, schnellen Saugens ist in der letzten, 
mit verdiinnter Schwefelséure gefiillten Flasche keine Spur von Ammoniak 
mittels Nesslers Reagens nachzuweisen! Bei allen friiheren Versuchen mit 
anderer Methodik war keine derart vollstandige Bindung des Ammoniaks 
zu beobachten. 


Die nunmehr sicher ammoniakfreie Luft tritt in das Verbrennungsrohr 
ein und streicht an allen seitlichen Ansaétzen vorbei, bevor sie am anderen 
Ende des Verbrennungsrohres wieder austritt und in das Riickschlagventil 
miindet, indem sich der gréBte Teil des bei der Verbrennung des Ff iltrats 
zuerst abgehenden Wasserdampfs niederschligt und spater der gréBte 
Teil der sauren, bei der AufschlieBung der organischen Substanz entwickelten 
Dimpfe zuriickgehalten wird. AuBerdem ist selbst bei Abnehmen des zur 
Wasserstrahlpumpe fithrenden Schlauches der Innenraum des Verbrennungs- 


rohres und mithin auch der gasdicht angeschlossenen beliebigen Zah! 
von Verbrennungskolben vollstandig gegen den Zutritt von Ammoniak 


gesichert. 

Aus dem gleichen Grunde sind auch wie bereits erwahnt die 
Verbrennungskélbchen an das Verbrennungsrohr gasdicht angeschlossen. 
Sie bestehen aus einem langhalsigen K6élbchen aus Jenaer Verbrennungs- 
glas, welches die Form der iiblichen Ajeldahl-Kolben behalten hat und am 
Halse mit einem Din-Denog-Normalschliff endigt. Der diinne Hals tragt, 
sehr dicht an seinem Beginn tiber dem Kolbenraum, eine Ringmarke, 
bis zu der der Kolbeninhalt genau 50,0 cem betrigt. Der Verbrennungs- 
kolben ist also gleichzeitig als MeBkolben ausgebildet, um Umfiillen usw.. 
wobei sich neue Fehlerméglichkeiten ergeben, zu ersparen. In den Normal- 
schliff am Kolbenhals wird ein stumpfwinklig gebogenes, mit Normal- 
gegenschliff versehenes Réhrchen aus Thiiringer Glas eingefiihrt und 
dessen freies Ende durch den iiber einen Ansatz des Verbrennungsrohres 
gezogenen Gummischlauch stramm durch- 
gesteckt, nachdem aus diesem der Glas- 
stopfen herausgenommen wurde. Abb. 2 
zeigt in schematischem Durchschnitt durch 
das Verbrennungsrohr den gasdicht mit 
diesem verbundenen Verbrennungskolben 
auf der einen, den unbenutzten und deshalb 
mit Glasstopfen verschlossenen Ansatz auf 
der anderen Seite. Sie zeigt ferner, da 
das in das Verbrennungsrohr eingeftihrte Ende des Kolbenhalses frei im 
Innenraum schwebt, soda® ZuriickflieBen oder Zuriuckgesaugtwerden 
von darin verfangener Fliissigkeit unméglich ist. Selbst Fliissigkeitsspuren, 
die sich durch Adhasion nach beendigter Verbrennung an der Offnung des 
Kolbenhalses im Verbrennungsrohr angesammelt haben, kénnen nicht in 
den Kolben beim Abnehmen desselben vom Verbrennungsrohr zuriick- 
flieBen, da der Kolben vorher von dem Kniestiick, welches in der Gummi- 
dichtung steckt, abgenommen wird, und dann erst das Abziehen des Knie- 


Abb. 2 
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stiicks vom Verbrennungsrohr mit sofortigem Ersatz durch einen Glas 
stopfen erfolgt. Aus diesem Grunde wurde auch das Kniestiick aus 
Thiiringer Glas hergestellt: denn einerseits wird dieses niemals wesentlich 
heiBer als 100°C (durch die Wasserdimpfe, die es passieren), andererseits 
zieht sich das Thiiringer Glas mehr zusammen als das Verbrennungsglas, 
so daB nach beendigter Verbrennung und Abkiihlung des Kolbens die 
Schliffe sich mit unfehlbarer Sicherheit leicht voneinander trennen lassen. 
Der K6lbchenboden ruht in einer Eisenblechschale. die ein federndes Draht- 
gestell uber einem durch Glimmerzylinder vor Luftzug geschiitzten Mikro 
brenner fixiert. Diese Anordnung gewahrleistet eine rasche gleichmaBige 
Erhitzung des K6lbchens und verhindert Ri®Bgefahr. die sonst bei direkter 
Erhitzung des am Ende der Verbrennung nur sehr wenig Fliissigkeit ent- 
haltenden K6lbchens in hohem MaBe gegeben ist '!. 

Zu den im Kélbchen befindlichen 8,0 cem Filtrat wird namlich nur 
genau 1,0 ccm eines Schwefelsiure-Uberchlorsiuregemisches von folgender 
Zusammensetzung zugefiigt: reine konzentrierte Schwefelsdure (fiir Mikro- 
Kjeldahl, N-frei, von Merck) wird mit gleichen Teilen destillierten Wassers 
vermischt, weleches 4°/,, reiner Uberchlorséure enthalt. Au@Berdem wird 
in den Kolben eine winzige Glaskugel von etwa '/;,cem Volumen gebracht 
und dann sofort der Kolben an das Verbrennungsrohr angeschlossen. 

Die geringe Menge Uberchlorséure (2 mg davon sind in den 0.5 cem 
konzentrierter Schwefelséure enthalten, die zu jeder einzelnen Verbrennung 
ausreichen) verkiiurzt die Zeit vom Dunkelwerden der im Kolben befindlichen 
Fliissigkeit bis zum vollstandigen WeiBwerden auf etwa 3 Minuten. Eine 
Oxydation des Ammoniaks zu Stickstoff ist dabei vollkommen  aus- 
geschlossen. Gegeniiber der Verwendung von H,O, hat die Perchlorséiure 
unter anderen den Vorzug., von vornherein mit der Schwetels&ure zum 
Verbrennungsgut zugesetzt zu werden, so daB also irgendeine Unter- 
brechung des Verbrennungsprozesses fortfallt und dieser ganze Prozeb 
unbeobachtet verlaufen kann. 

Die Schwefelséure ist in einer mit Kappe versehenen Flasche auf- 
bewahrt; die Abmessung des halben Kubikzentimeters konzentrierter 
Schwefelsiiure in Form eines Kubikzentimeters 1:1 verdiinnter hat den 
Vorzug der gréBeren Genauigkeit. da die 6lig-dicke Konsistenz konzentrierter 
Schwefelsaiure damit beseitigt worden ist. 


Herrn Prof. v.d. Heide sind wir fiir die bei der Erprobung dieses 
Schwefelsiiure-Uberchlorsiuregemisches ausgefiihrten Versuche sehr zu 
Dank verpflichtet. 

Nach beendigter Verbrennung und Abkihlung (letztere erfordert nur 
wenige Minuten) wird das Kélbchen in bereits angegebener Weise vom 
Verbrennungsrohr abgenommen. Zuniachst werden genau 35 cem Aqua dest. 
eingefiillt. dann mittels Prazisionspipette je 1,0 cem 1°,ige Gummilésung 
und 2,0 cem Nesslers Reagens zugefiigt und das Ganze durch sanftes. aber 
griindliches Schwenken gut homogenisiert. SchlieBlich werden genau 
4,.0cem 40°, ige Natronlauge zugesetzt: die dabei entstehende ge!be Farbe 
wird durch Schwenken gleichfalls gut verteilt. Nach Auffiillen mit Aqua 
dest. bis zur Halsmarke auf 50,0 cem wird der Hals mit genormtem Schliff- 
stopfen verschlossen, der Fliissigkeitsinhalt gut durchgemischt; er ist 
nunmehr zur Kolorimetrie bereit. 


1 Der patentamtlich geschiitzte. normierte Apparat ist durch die 
Firma H. L. Kobe, Berlin N 4, Hessische Str. 8— 12, zu beziehen. 
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Uher die erwahnten Reagenzien und ihre zu verwendenden Mengen 
ist noch folgendes zu bemerken: Die Gummilésung enthalt 2°,, Gum ghatti. 
Dieser wird als Trockensubstanz in schmutzigen, mit Holz und Rinde ver 
mischten Stiicken angeliefert. von denen eine gré6Bere Menge in eine mit 
thymolgesartigtem Aqua dest. gefiillte Flasche mit eingeschliffenen Stopfen 
geworten wird. Nach rund 48 Stunden und 6fterem Auischiitteln hat sich 
ein groBer Teil des Gummis in der Fliissigkeit gelést. der glasige Riickstand 
ebenso wie die vielen Schmutzteilchen werden dadurch abgetrennt, daB 
man das Ganze durch einen Trichter filtriert, der an seiner tiefsten Stelle 
mit Glaswolle zugestopft ist. Die klare, wasserweiBe Fliissigkeit wird mit 
Nesslers Reagens und Lauge auf Ammoniakfreiheit gepriift. Ist diese 
erwiesen, so wird ein bestimmtes Quantum davon in einer abgewogenen 
Porzellanschale auf dem Wasserbad bis zum Trocknen eingedampft und 
im Trockenschrank noch 2 Stunden bei 110° gehalten. Aus dem Trocken- 
gewicht wird der Gummigehalt der Fliissigkeit berechnet und daraus die 
2°. ige Lésung hergestellt. Ist die Gumimilésung zu diinn, so darf sie auf 
keinen Fall durch Erwarmen konzentriert werden: Erhitzen schadigt die 


stabilisierende Eigenschaft des Gummis enorm. Es bleibt dann nichts 
anderes brig, als diese Gummilésung wiederum mit neuen rohen Gummi- 
stiicken zusammenzubringen, bis sie mehr als 2°, der Substanz gelést 


enthalt. Da die Léslichkeitsverhaltnisse des Gummis von Stiick zu Stiick 
variieren, sind genaue Mischungsverhaltnisse von thymolgesattigtem 
Wasser und Gummi gar nicht anzugeben. Etwa 100g Gummi geben, 
mit 200cem thymolgesittigtem Aqua dest. 2 Tage lang behandelt, cine 
mehr als 2°.ige Lésung. Zeigt aber diese Gummilésung eine Gelbfarbung 
mit Nesslers Reagens, so muB sie weiter gereinigt werden. Zu diesem 
Zwecke gieBt man sie in das doppelte Volumen 90°,igen Aikohols unter 
Umriihren mit einem Glasstab langsam ein. Der dabei entstehende sehr 
feine Niederschlag wiirde sich spontan erst nach Wochen absetzen. Hier 
aber heftet er sich fast vollstandig an den Glasstab an. Dieser wird dann 
unter Riithren noch mehrere Male in konzentrierten Alkohol gebracht zwecks 
Hartung des Gummis durch Wasserentziehung. SchlieBlich wird die an ihm 
haftende Masse abgekratzt. Bei Zimmertemperatur trocknet diese im 
Vakuumexsikkator tiber Schwefelséiure sehr schnell, wird dann pulverisiert 
und zu 2°, iger Lésung in mit Nesslers Reagens gepriiftem, ammoniakfreiem, 
thymolgesittigtem Aqua dest. aufgelést. Folin und Denis (8) haben zuerst 
die stabilisierende Wirkung des Gum ghatti gegeniiber dem Kolloid aus 
Nesslers Reagens beschrieben und sehr befriedigende Ergebnisse erzielt. Einige 
wichtige Punkte bediirfen aber noch besonderer Hervorhebung: Die Fahig- 
keit. das beim Zusammenbringen von Nesslers Reagens mit Ammoniak 
entstehende Kolloid zu stabilisieren, hangt von zwei Hauptfaktoren ab: 
1. von der Stabilisatormenge, die gegenwartig ist; 2. von der Salzmenge, die 
in der Fliissigkeit vorhanden ist. Je mehr Gummi dem Reagens beigemischt 
wird, desto gréBer kann der Salzgehalt der Fliissigkeit sein, ohne daB eine 
Triibung oder Fallung einzutreten braucht. Allerdings ist auch hier eine 
bestimmte Grenze des Salzgehaltes zu beachten; wenn diese tiberschritten 
wird, niitzt auch der gréBte Uberschu8 an Gummi nichts mehr. Je mehr 
Gummi aber dem Reagens zugesetzt wird, desto unempfindlicher wird 
das Gemisch gegeniiber Ammoniak. 


Aus diesen beiden experimentell in Reihenversuchen ermittelten Tat- 
sachen ergibt sich also. daB es von sehr groBer Wichtigkeit ist, den Salz- 
gehalt des Gemisches so niedrig wie méglich zu halten. Es gelingt sogar. 
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wie schon andernorts mitgeteilt [Fuchs (2)}. mit einer mit KCl gesattigten 
Nessler-Lésung die geringsten Ammoniakmengen dadurch quantitatiy 
nachzuweisen, da die kleinsten Spuren des gelben Farbstoffes sofort 
austallen und durch Filtration von der Fliissigkeit getrennt werden kénnen. 

Infolgedessen war es niitzl#h, die zur Verbrennung notwendige Schwetel 
siure aut 0,5cem zu beschranken:; diese Menge reicht zur Veraschung 
volikkommen aus. Daher war auch die méglichste Konstanz des Salzgehaltes 
der verbrannten Substanz erforderlich. Die Apparatur ist demgemas 
gegentiber Erhitzung an und fiir sich schon so eingestellt, daB Herausjagen 
der Schwefelséure aus den Verbrennungskélbchen durch Festlegung det 
Brennergr6Be einfach unmdéglich ist. Die angegebene (summimenge ist 
so bemessen, daB sie noch nicht die geringste Abschwachung der Empfind 
lichkeit von Nesslers Reagens hervorruft. und da sie andererseits voll 
kommen ausreicht, um etwa den doppelten Salzgehalt in seinem Einflu’ 
auf die Stabilisierung des Wolloids sicher zu tiberwinden. Der Kubik 
zentimeter dieser Gummuilédsung, der zu der noch immer sauren Schwefel- 
siiure-Ammoniumsulfatlésung in den 35 cem Wasser ausgesetzt wird, wird 
auch nach | Stunde nicht merkbar durch Hydrolyse geschadigt, wenn die 
Fliissigkeit zinumerwarm (selbst bis zu 20°) ist. Die nachfolgend zugesetzten 
2.0 cem Nesslers Reagens schwichen die saure Reaktion des Gemisches 
noch ab, ohne sie zu itiberwinden. Es ist also ohne weiteres méglich, Gummi 
Nesslers Reagens und Ammoniumsulfat gut miteinander zu vermischen. 
ohne daB eine Reaktion auftritt, die das Kolloid schadigt. Erst bei det 
nachfolgenden Alkalisierung des Gemisches entsteht die gelbe Farbe. Sie 
ist tadellos klar, wenn die Vorschrift richtig eingehalten wurde. und sie 
bleibt noch tagelang unveraéndert klar. 

Nesslers Reagens kann man in ausgezeichneter Qualitaét auch von 
Merck beziehen. Da man zu jeder Reststickstoffbestimmung nur 2,0 cem 
benodtigt, rentiert sich die Anschaffung des fertigen Praparats durchaus. 

Im iibrigen sei noch auf einige Tatsachen aufmerksam gemacht, die 

auch wenn sie belanglos erscheinen von ausschlaggebender Bedeutung 
sind. Es ist selbstverstandlich, daB zur Ausfiihrung der ..CaR* bendtigte 
Glassachen peinlichst sauber sein miissen. Diese Sauberkeit wird dadurch 
erreicht, daB die Instrumente und Reagenzréhrchen mit Kalilauge aus- 
gekocht, mit Leitungswasser mehrmals griindlich gewaschen und schlieBlich 
mit destilliertem Wasser nachgespiilt werden. Im mit Glaswolle am Boden 
ausgelegten, sauberen Metalldrahtkorb werden sie gleich danach im HeiB 
lufttrockenschrank getrocknet und nach beendeter Abkiihlung in sauberen, 
gut verschlossenen GefaéBen bis zum Gebrauch aufbewahrt. DaB dieses 
alles notwendig ist auch wenn es eine Sorgfalt erfordert, die sonst 
ublicherweise im Laboratorium nicht beachtet wird — , ergibt sich aus einer 
bequem zu verfolgenden Beobachtung: 

Bewahrt man die zur Reststickstoffbestimmung benétigten kleinen 
Rundtilter von Schleicher und Schill (7 em Durchmesser) nicht im luftdicht 
verschlossenen GlasgefaB auf. so entstehen an ihnen bei Befeuchtung mit 
Nesslers Reagens sofort deutlich gelbe Flecken, selbst wenn sie z. B. in 
einer Schublade des Laboratoriumtisches aufbewahrt wurden und wenn 
aus diesem Laboratorium alle Ammoniakflaschen entfernt sind. Es ist 
selbst verstandlich, daB die gleichen Verhaltnisse auch fiir die ungeschiitzt 
aufbewahrten Glassachen in Frage kommen! 

DaB nur Prazisionsvollpipetten (auf Ausblasen geeicht), deren Er- 
weiterung nicht mit flach ansteigenden Rundungen, sondern geraden 
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Schragflachen in die ober- und unterhalb des Vollkérpers angesetzten 
Rohrstiicke tibergeht, verwendet werden miissen, ist ebenso klar wie die 
Tatsache, daB man die Pipette erst ausblasen darf, wenn die F liissigkeit 
aus der Pipette nicht mehr auslauft. 

Alle Reagenzien miissen dauernd sorgfaltig auf Ammoniaktreiheit 
kontrolliert und verunreinigte sofort riicksichtslos verworfen werden. 

Eine groBe Anzahl ahnliicher ,,Kleinigkeiten‘' muB noch strikt beob- 
achtet werden, um einwandfreie Ergebnisse erwarten zu kénnen. Sie alle 
hier aufzufiihren. ware Platzverschwendung. Sie sind aber samtlich so 
wichtig wie die eingangs als Beispiel dargelegte kurze Ausbildung des 
Kiihlrohres beim Mikrodestillationsapparat. Praktisch Interessierte kénnen 
sie vorgefiihrt oder auf schriftliche Anfrage eingehend erliutert bekommen. 


2. Kolorimetrie. 


Um die Genauigkeit der Untersuchungen noch weiter steigern zu 
konnen, wurde ein Spezialkolorimeter konstruiert. Da die Veréffent- 
lichung wegen des zur Verfiigung gestellten Raumes gekiirzt werden 
muBte, sei hier nur hervorgehoben, daB die damit leicht zu erreichende 
Ablesungsgenauigkeit die aller bisherigen Konstruktionen erheblich 
iibertrifft, wozu noch die allgemeine Vielseitigkeit des Apparats sowie 
seine konstruktive Einfachheit hinzukommt. Die Fehlergrenze de1 
Methode wird damit auf maximal 0,004 mg Stickstoff herabgesetzt. 
Kine ausfiihrliche Beschreibung des Kolorimeters  erscheint an 
anderem Orte. 

Diskussion. 


Die Genauigkeit der im vorstehenden in extenso beschriebenen 
Methodik ist nicht nur an einer sehr groBen Anzahl chemischer Analysen 
eingehend geprift worden. Auch fiir die ,,Ca R* und analoge Reaktionen, 
die wir bereits friiher (1) ausfiihrlich mitgeteilt haben, hat sich diese 
Methodik als geeigneter erwiesen als die friihere Mikrokjeldahlmethodik. 
Kine Anzahl von weiteren Verbesserungen der ,,Ca R* (Krebsreaktion), 
die die Zuverlassigkeit und Bequemlichkeit der Blutuntersuchungen 
ebenfalls férdern, wird an anderer Stelle eingehend erértert werden. 


Viele Einzelheiten der hier angegebenen Methodik sind nicht neu. 
Wenn aber z. B. kolorimetrische Methoden der Stickstoffbestimmung 
ohne Verwendung eines brauchbaren Stabilisators fiir den kolloiden 
Farbstoff neuerdings angegeben werden (9), die entweder auf nur 
einen sehr engen Bezirk beschrankt sind oder bei denen die zu nessleri- 
sierende Fliissigkeit solange verdiinnt werden muB, bis der Farbstoff 
nicht mehr ausfallt, so glauben wir, eine durch Vereinigung teilweise 
bekannter Einzelheiten den eben erwahnten Methoden erheblich tiber- 
legene hier wiedergeben zu kénnen, die durch Einfachheit, Schnellig- 
keit der Ausfiihrung und Rentabilitat allen bisherigen vorangeht. 
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Zusammenfassung. 
Ks wird eine Mikrostickstoffbestimmungsmethode auf kolori- 
metrischer Basis dargelegt, deren Genauigkeit die der bisherigen er- 
heblich iibertrifft. 
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The British Drug House Ltd.. London, sei fiir die freundliche Uber 
lassung von (rum ghatti zu Versuchszwecken gedankt. Der Notgemein 
schaft der Deutschen Wissenschaft gebiihrt auch an dieser Stelle aut- 
richtiger Dank fiir die Gewaéhrung eines Forschungsstipendiums fiir den 
einen von uns (Fuchs). 





Der Einflu6b kleiner Mengen elementaren Jods auf den Energie- 
und Eiweibumsatz des Hundes. 


Von 
Caspar Salvadori. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppeldort. ) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1931.) 


A. Einleitung. 


Die Forschungen der letzten Jahrzehnte haben die Bedeutung des 
Jods als Bioelement, d.h. einen fiir das Leben von Mensch und Tier un 
bedingt nétigen Stoff, klar erwiesen. Baumann fand das Jod als Bestandteil 
der Schilddriise, wahrend v. Fellenberg sich um den Nachweis des elementaren 
Jods groBe Verdienste erwarb, so daB man heute von einem geschlossenen 
Kreislauf dieses Elements in der Natur sprechen kann. Jedoch ist man 
sich noch nicht klar, in welcher Menge und in welcher Form Jod dem Orga- 
nismus zugefiihrt werden soll; das beweist die groBe Literatur. die im 
Laufe der Zeit auf diesem Gebiete entstanden ist. 

Aus der Fiille des Materials habe ich wegweisende Arbeiten heraus- 
gegriffen, welche die Beziehungen des Jods zur Schilddriise und seine 
Rolle im intermediaéren Stoffwechsel in eindeutiger Weise darlegen. 

Gudernatsch (1) berichtete als Erster itiber den eigenartigen Einflul 
des Schilddriisenhormons auf die Differenzierung der Gewebe und Organe 
Die Veffiitterung von Schilddriisensubstanz an Kaulquappen fiihrte zu 
beschleunigter Metamorphose und vorzeitiger Differenzierung auch in den 
inneren Organen. Gileichzeitig trat Wachstumsstillstand, Stoffwechsel- 
steigerung und betrichtliche Kérpergewichtsabnahme ein. Diese Wirkung 
war spezifisch fiir Schilddriisensekrete, da mit ahnlichen Extrakten andere 
Organe nichts derartiges erzielt werden konnte. Andere Forscher, wie 
Romeis (2), Abelin und Wegelin (3) u.a. bestatigten in der Folge diese 
Resultate von Gudernatsch (l.c.). Abderhalden und O. Schiffmann (4) er 
zielten ebenfalls bei Schilddriisenfiitterung eine beschleunigte Metamorphose 
der Amphibienlarven: dasselbe erreichten sie mit Dijodtyramin und Di 
jodtyrosin, wahrend Alival und Tyrosin wirkungslos blieben. Sie fiihren 
diese eigentiimliche Wirkung auf das an EiweiB gebundene Jod der Praparate 
zuriick. DaB® bei diesen Versuchen der Schilddriise wirklich die Hauptrolle 
zufallt, wies Fulton (5) nach. Er fand, daB bei Thyrektomie bei der Frosch 
larve die Metamorphose gehemmt wurde. Sie konnte erst wieder in Gang 
gebracht werden, nachdem das Defizit durch Fiitterung mit Schilddriisen- 
substanz kompensiert war. R.H. Kahn (6) ging einen Schritt weiter, 
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indem er auBer Schilddriisenstoffen die Wirkung von Jodpraparaten im 
Froschlarvenversuch untersuchte. Er konnte bei den meisten kiinstlich 
jodierten Stoffen nichts feststellen. Lediglich ,,Jodglidin‘:, ein jodiertes 
PflanzeneiweiB, und ,,Jodalbacid’, ein JodeiweiB animalischen Ursprungs, 
sowie Jodmehl zeigten die oben beschriebene typische Schilddriisenwirkung. 
Das von Kahn verwandte Jodmehl ist eine innige Verbindung von metalli- 
schem Jod mit Weizenmehl. Die Verabreichung von Jodtinktur erwies sich 
nur bei gleichzeitiger Mehlfiitterung als wirksam, wahrend bei Fleisch- 
fiitterung die Wirkung ausblieb. Auf Grund dieser Befunde schloB Kahn, 
daB die Wirksamkeit des Jods bzw. der verfiitterten Jodpriparate von 
einer besonderen Bindungsart des Jods an das Substratmolekiil abhangig 
sei. Zu dhnlichen Ergebnissen wie Kahn kam Schwaibold (7). Er verabreichte 
organisch gebundenes Jod an Froschlarven und konnte auch eine Beschleu- 
nigung der Metamorphose erreichen. Allerdings verlief die Entwicklung 
langsamer als bei Schilddriisenfiitterung. Die gleiche Wirkung erzielte 
er, wenn er anorganisches Jod an Milchkiihe verfiitterte, und deren Milch 
Froschlarven verabreichte. Schwaibold glaubt, auf Grund seiner Versuche 
annehmen zu diirfen, daB zur Erzielung der spezifischen Schilddriisen- 
wirkung unbedingt die Thyroxinstoffe vorhanden sein miissen. 

Neben einer entwicklungsférdernden Wirkung des Jods beobachteten 
Maurer und Diez(8) eine wachstumsanregende. Durch Verfiitterung 
einer jodangereicherten Nahrung an laktierende Ratten konnten sie eine 
erhebliche Wachstumsbeschleunigung der saugenden Jungen  erzielen. 
Jod beeinfluBt weiterhin die Geschlechtssphare. Brande und Schwarz- 
mann (9) beobachteten an Maéusen nach subcutan zugefiihrtem Jod morpho- 
logisch-destruktive Verdnderungen an den Ovarien, die durch Degeneration 
und Untergang des Follikelapparats gekennzeichnet waren. Die zyklischen 
Veraénderungen der Vaginalschleimhaut hérten infolge der Jodbehandlung 
auf. Jodierte weibliche Kaninchen wurden daher nicht schwanger. 

Eine besonders reichhaltige Literatur ist im Laufe der Zeit iiber den 
EinfluB des jodhaltigen Hormons auf den Stoffwechsel entstanden. Material 
zur Erforschung dieser Wirkungen bieten die Krankheitszustande, welche 
durch Uber- und Unterfunktion der Schilddriise ausgelést werden. Man 
bedient sich hier der klassischen Methode der Grundumsatzbestimmungen 
einerseits, und exakter Stoffwechselversuche andererseits. F'. Miiller (10) 
war der erste, welcher aus rein zahlenmaéBigem Vergleich der zugefiihrten 
Nahrung und des Kérpergewichts erkannte, daB bei der Basedowkrankheit 
(Hyperfunktion der Schilddriise) die Oxydationsvorgdnge im Ko6rper ge- 
steigert sind. Durch Respirationsversuche konnten Magnus-Levy u. a. (11) 
spater die Richtigkeit der Beobachtungen Miillers begriinden. Sie stellten 
bei Basedowikern Grundumsatzsteigerungen bis zu 100°, fest, durch 
Fiitterung von Schilddriisenstoffen und synthetischem Thyroxin wurde 
die Zelloxydation um 30 bis 40°, gesteigert. 

Eine typische Folge von Schilddriisenfiitterung ist das gesteigerte 
Sauerstoffbediirfnis. Entfernt man die Schilddriise aus dem Organismus, 
so tritt das Gegenteil der eben erwahnten Wirkungen ein. Der Grund- 
umsatz sinkt sehr rasch um 20°,, bisweilen sogar um 50°,. Fiittert man 
derartige schilddriisenlose Individuen wieder mit Schilddriisensubstanz, so 
ergibt sich nach M. Levy [l.c. (11)], v. Bergmann (12) u. a. eine sofortige 
Erhéhung des Grundumsatzes bis zur Norm und dariiber hinaus. 

Beziiglich der spezifisch-dynamischen Wirkung der Nahrstoffe méchte 
ich auf die Arbeiten von W. Klein (13) hinweisen. Er kommt in seinen 
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Versuchen an Wiederkiéuern zu dem Resultat, daB es nach oben eine be- 
stimmte Grenze der Sauerstoffaufnahme gibt. Klein bezeichnete diese 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit des Organismus ,,als den Normalwert eines 
Tieres einer bestimmten Rasse, bei dem seine assimilatorischen Organe 
am besten arbeiten**. Die spezifisch-dynamische Wirkung steigt also mit 
steigendem Grundumsatz nicht parallel an, sondern, ist die Gr6éBe der 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit erreicht, dann gibt es keine Steigerung mehr. 
d.h. die spezifisch-dynamische Wirkung tritt nicht mehr auf. DaB die 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit weniger von der Art der Nahrung als vielmehr 
von der Oxydationsfaihigkeit der Zellen abhangig ist, hat Klein [1. ec. (13)] 
ebenfalls einleuchtend bewiesen. Kleins Schiiler Hertz (14) konnte dann 
spater durch Versuche an thyreoidektomierten Hunden diese Feststellungen 
im vollen Umfange bestatigen. Hertz beobachtete, daB durch gesteigerte 
Gaben von Schilddriisensubstanz der Grundumsatz des Tieres derart 
erhéht wurde, da der Hund schon in den Niichternversuchen die Hohe 
der Sauerstoffaufnahmefahigkeit ungefaihr erreichte. Die Folge war, daB 
eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme, die als spezifisch-dynamisch 
bezeichnet wird, nicht mehr auftrat. 


Kine besondere Bedeutung kommt dem Jod in der Kopfprophylaxe zu. 

Natiirlich ware es ein groBer Fehler, wollte man nun samtliche 
Haustiere einfach planlos jodieren, weil man sich sagt: ,,das Jod wird 
auf alle Fille helfen. Das ganze Jodproblem ist ja erst aufgerollt 
worden, als man die Leistungen unserer Haustiere immer weiter steigerte. 
Zum Zwecke dieser Leistungssteigerung war man gezwungen, haupt- 
sichlich eiweiBreiche Futtermittel zu verabreichen, die aber sehr arm 
an Jod sind. Wird nun dieser Jodmangel durch natiirliches jodreiches 
Beifutter wieder kompensiert, dann lebt das Tier im besten Wohl- 
befinden. Ist dies aber nicht der Fall, oder ist der Jodgehalt letzt- 
genannter Futtermittel ebenfalls gering, dann mu8 es natiirlich zu 
solchen Jodmangelerscheinungen kommen. Dann muf aber auch 
durch Verabreichung von Jod diesem Ubel begegnet werden, sofern 
das Tier nicht Schaden leiden soll. Von besonderer Bedeutung ist 
auBerdem die genaue Dosierung der Jodgaben. Denn auch hier gilt 
der Satz: ,,allzuviel schadet viel“. Die bei gewissen Tierarten bisher 
iiblichen Fiitterungsmethoden — Fischmehl, Lebertran und Griin- 
futter sind natiirliche Jodquellen — verhindern einen Jodmangel; 
aber besonders bei hoher Leistung und Winterfiitterung im Stall kann 
bei unseren Kiihen wirklich Jodmangel auftreten. Dies zeigt folgendes 
Beispiel': Auf einer der letzten D. L. G.-Ausstellungen fiel eine Kuh 
mit 45 Liter Tagesleistung infolge ihrer schlechten Kondition auf. 
Das Tier war sehr mager, das Fell struppig und glanzlos, der Blick 
miide und stumpf. Man glaubte, es mit einem schwer tuberkulosen 


' Dieses Beispiel, daB aus einer brieflichen Mitteilung des Herrn 
v. Lochow-Petkus stammt, wurde mir von Herrn Prof. Dr. Klein zur Ver- 
6ffentlichung an dieser Stelle freundlichst tiberlassen. 
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Tier zu tun zu haben. Es waren dies aber, wie sich nachher herausstellte, 
typische Jodmangelerscheinungen. Denn nach Verabreichung von 
physiologischen Mengen Jodkali verschwanden alle krankhaften Er- 
scheinungen. Wenn wir bedenken, daB mit 45 Liter Milch normal etwa 
1800 y Jod ausgeschieden werden, die Analyse des verfiitterten Heues 
nur 71 y Jod pro Kilogramm ergab — wir kennen durch v. Fellenberg 
seine schwere Resorbierbarkeit —, so ist es doch wohl klar, daB es zu 
solchen Jodmangelerscheinungen kommen muBte. 


Folglich war hier eine Jodmineralerganzung unbedingt am Platze. 
Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB das Jod sowohl fiir 
Mensch als auch fiir Tier von groBer Bedeutung ist, daB Erfolge 
mit diesem Element aber nur bei richtiger Verwendung desselben zu 
erwarten sind. 

Im Zusammenhang mit diesem ganzen Fragenkomplex und zur 
weiteren Erforschung der Rolle des Jods als Bioelement veranlaBte 
mich Herr Prof. Dr. W. Klein zur Untersuchung der Frage: ,,welchen 
EinfluB die Verabreichung fortgesetzter kleiner, elementarer Jodgaben auf 
den EiweiB- und Energieumsatz hat. Der Wirkung auf das Nerven- 
system wurde besondere Beachtung geschenkt. 

Auf Grund der Ergebnisse von R. H. Kahn [l. c. (6)], der im Frosch- 
larvenversuch mit Jodmehl typische Schilddriisenwirkung erzielen 
konnte, sollte es meine Aufgabe sein, festzustellen, wie sich das Jodmeh! 
in fortgesetzter Verabreichung auf den Grundumsatz bei Hunden 
auswirkt. In einer friiheren, im hiesigen Institut angefertigten Arbeit, 
konnte Schmidt (15), der neben Schilddriisensubstanz, Pflanzenjod und 
Jodkali auch Jodmehl untersuchte, mit letztgenanntem Priiparat 
keine nennenswerte Wirkung erzielen. Allerdings handelte es sich bei 
Schmidt um Versuche mit geringen Jodgaben, die nur einige Tage lang 
verabreicht wurden. Die Frage lag also noch offen, wie sich das Jodmehl 
bei langer andauernder und gréBerer Zugabe verhielt. 


B. Eigene Untersuchungen. 
a) Methodik. 


Es standen mir fiir meine Versuche zwei Terrierhunde zur Verfiigung. 
Das eine Tier war ausgewachsen, mit einem Gewicht von etwa 10 kg und 
hatte schon friither ahnlichen Zwecken gedient. Der zweite Hund war erst 
3/, Jahre alt und wog etwa 7,5kg. Ich muB8te ihn zunachst dressieren, da 
er noch nicht zu Versuchen gebraucht war. Die Tiere trugen wahrend der 
ganzen Zeit ohne irgendwelche Beschwerden eine Dauerkaniile, die nur 
bei den Respirationsversuchen durch eine Tamponkaniile ersetzt wurde. 
Die Atmungsversuche selbst wurden am Zuntz-Geppert-Apparat ausgefiihrt. 

Als Nahrung erhielten die Tiere Reis, Fett und frisches Pferdefleisch. 
Letzteres wurde im Fleischwolf zerkleinert und in Glaser eingeweckt, so 
daB wahrend einer Versuchsperiode immer Fleisch von gleicher Zusammen- 
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setzung gefiittert wurde. Zu diesem Grundfutter wurde dann Jod in Form 
von Jodmehl gegeben, das in unserem chemischen Laboratorium her 
gestellt wurde. Dieses Priiparat ist in dem schon erwaihnten Aufsatz von 
R.H. Kahn genau beschrieben [l. c. (6)|. Von diesem Jodmehl, das in 
Glasern unter gutem Verschlu8 gehalten wurde, um Jodverluste zu ver 
meiden, wurden jeweils 10g pro die abgewogen und mit dem gut durch- 
kochten Futter innig vermengt. Diese Nahrung fraBen die Tiere sehr gern. 
Ihr Kérpergewicht wurde taglich niichtern festgestellt. Zur Ermittlung 
des Grundumsatzes wurden KRespirationsversuche am niichternen Tier 
angestellt, und zur Erforschung der spezifisch-dynamischen Wirkung der 
Nahrstoffe solche von 24stiindiger Dauer. SchlieBlich wurden noch Stoff- 
wechselversuche gemacht, welche iiber die Stickstoffausscheidung Aut- 
schluB geben sollten. Auf diese letzteren Versuche komme ich spater wieder 
zurtick. 

Ich begann meine Respirationsversuche mit dem Adlteren Hunde 
Teddy“. Dieser Hund war schon dressiert und lag beim Versuch sehr 
ruhig da. Uberhaupt ist vollkommene Muskelruhe ein Haupterfordernis 
bei Ruheniichternversuchen. Schon geringe Bewegungen ergeben ein 
ganz anderes Bild vom Umsatz des Tieres. Deshalb habe ich immer auf 
méglichst ruhiges Liegen des Tieres geachtet und irgendwelche Muskel- 
bewegungen wahrend des Versuchs im Protokoll vermerkt. Ein Haupt- 
erfordernis ist fernerhin, daB die Zimmertemperatur sich stets in normalen 
Grenzen halt, da bei zu hohen Temperaturen das Tier leicht unruhig wird, 
wahrend es beim Kalterwerden zuviel Kalorien zur Erwarmung seines 
K6rpers verbraucht; das Tier faingt dann an zu zittern. Jeder Versuch 
hatte eine Dauer von 20 Minuten; es wurde das in dieser Zeit expirierte 
Luftvolumen festgestellt. Aus dem Ergebnis der Gasanalyse und diese! 
Zahl 1aBt sich der Gasumsatz des Tieres in 24 Stunden errechnen. Die 
Umrechnung auf Quadratmeter Korperoberflache und 24 Stunden erfolgt 
nach der Oberflachenformel : 


3 
o= 8s V9, 


wobei fiir K der Meehsche Faktor 11,2 eingesetzt wird, und G das Ké6rper- 
gewicht bedeutet. 


b) Ergebnisse der Respirationsversuche an Hund ,,Teddy*. 


Zunachst wurden an ,,Teddy‘‘ Versuche zur Ermittlung des 
normalen Grundumsatzes angestellt. Als Nahrung erhielt er 100g 
Fleisch, 100 g Reis und 20 g Fett mit 625 Kalorien pro die, so daB dem 
Tiere pro Kilogramm Kérpergewicht etwa 63 Kalorien zur Verfiigung 
standen. Wie spiter noch gezeigt wird, befand es sich mit dieser Nahrung 
im Stickstoffgleichgewicht. Tabelle I gibt nun iiber den normalen 
Grundumsatz des Hundes ,,Teddy“ AufschluB. 


Wie Tabelle I zeigt, verlaufen die Versuche ziemlich regelmaBig, und 
ergibt sich daraus ein durchschnittlicher Umsatz von 51,12 Liter CO, und 
77,59 Liter O, mit einem Respirationsquotienten von 0,66. Pro Quadrat 
meter Kérperoberfliche betrigt der Energieumsatz 99,0 Liter CO, und 
150,0 Liter O, mit einer Warmebildung von 692,1 Kalorien. Die Atem- 
frequenz und das Gewicht sind wahrend der Versuchsreihe ziemlich konstant. 
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Tabelle I. 
Hund ,,Teddy“. Grundumsatz. 
Fiitterung: 100g Fleisch, 100g Reis, 20g Fett. 2. bis 8. August 1930. 





CO»- 
Bildung 
O»- 
Verbrauch 
COs- 
Bildung 
(by 
Verbrauch 





Datum 4 R.-Q 
pro Tier pro qm Kérper- 
und 24 Std oberfliche und 
kg oC in Liter 24 Std. in Liter 
2. VIII. 9,99 | 21,8 || 50,384 | 77,383) 97,50) 149.80 | 0,65 357,26 691,60 9 
3. VII. 9,90 21,0 | 46,75 | 73,18 90,59 | 141,70 | 0,64 337,36 652,70 9 
4. VIII. 9,93 | 29,5 | 49.58 | 75,22 95.80 145,40 | 0,66 348,27 673,10 10 
5. VIIL. 9,93 29.4 | 52,90 | 79,65 | 102,30 153,90 0,66 368,78 696,50 y 
6. VIII. 9,93 20,9 | 49,26 | 75,51 95,20 145,90 0,65 348,85 673,90 9 
7. VIII. 9.93 20,5 | 54,39 | 79.20 | 105,10 153,10 0,69 369,07 714,20 9 


8. VIII. 9,93 19.8 | 54,62 83,05 | 105,60) 160,40 | 0,66 384,66 742,70 9 


Durch- |g 93 90.7 51,12 |77,59 99.00 150.00 0,66 359.18 69210 9 
schnitt | 


Zur Beobachtung der spezifisch-dynamischen Wirkung der Niahrstoffe 
wurden in dieser Zeit zwei 24stiindige Respirationsversuche angestellt. 
3 Stunden nach der Nahrungsaufnahme-wurde der erste Versuch und dann 
in Abstaénden von 2 Stunden weitere angestellt. Tabelle II zeigt das Pro- 
tokoll eines solchen Versuchs. Daraus ist ersichtlich, daB 3 Stunden nach 
der Fiitterung das Maximum der Oxydation erreicht ist. Die Sauerstoff- 
aufnahme hat eine Erhéhung um 63,3°, erfahren, wahrend sich fiir die 
Steigerung der Warmebildung 67,9°,, errechnen. 


Tabelle I. 
Hund .,Teddy**. Futter: 100g Reis, 100g Fleisch, 20 g Fett. 
1. bis 2. August 1930, 








_ 3 2 
oe NE = Steigerung in Jo 
Zimmer- Std. ~ = ~% : 
temperatur p. ¢. ” > Ly R.-Q 
ro Tie a J i > | > > 0).-Ver- 
‘ oi a — easmic | &-Kalorien biawch 
19,9 Niichtern 38,09 58,53 26,98 | 0,65 10 753.80 
20,0 3 71,42) 95,58 45,30 0,75 67,90 63,30 18 
20,1 5 - 62,90 79,62 38,14 | 0,79 41,36 36.03 15 
21,0 7 57.33 75,30 35.77 | 0.76 32,58 28.65 12 
20,1 9 49.34 59.86 28.85 O82 6.93 2,27 || 11 
20,1 11 41.21 5644 2658 0,73 10 
21,0 13 40,22 51,11 2448 0,79 10 
20,0 15 41.68 56,51 | 26,73 | 0,74 ss] 
20,0 17 38,25 51,04 2414 0,75 9 
21,0 19 37,46 55.20 25,67 0,67 8 
21,8 21 35.19 52.64 2442 0.67 a] 
21,8 23 34,96 53,70 24,80 0,65 y 
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Die Zahl der Atemziige ist ebenfalls nach Nahrungsaufnahme erheblich 
gestiegen. Im weiteren Verlauf sinken die Werte langsam ab. Nach 9Stunden 
ist die Nahrungswirkung nur noch ganz minimal, um dann unter den Normal- 
wert zu sinken. Denn im Schlaf ist infolge der Muskelruhe und des Fehlens 
jeglicher Sinneserregungen der Stoffumsatz herabgesetzt. In einem weiteren 
Versuch wurden nicht so hohe Werte erzielt. Hier betrug die maximale 
Sauerstoffsteigerung, die wiederum 3 Stunden p.c. liegt, 53,39°%. Fir 
die Warmebildung errechnete sich eine solche von 57,67°.,.. Zwischen der 
neunten und elften Stunde nach der Nahrungsaufnahme ist der Grund- 
umsatzwert wieder erreicht. 


Nach diesen Versuchen, die den Umsatz des Tieres bei jod/reier 
Nahrung veranschaulichen sollten, begann die erste Jodperiode. 10 g 
Reis wurden durch 10g Jodmehl ersetzt. Letzteres war so dosiert, 
daB der Hund pro Tag 2000 y Jod aufnahm. Die Periode erstreckte 
sich auf 17 Tage. In Tabelle III sind die Werte fiir den Grundumsatz 
des Tieres wahrend dieser Zeit angegeben. 

Die Werte fur die Kcohlenséurebildung und den Sauerstoffverbrauch 
schwanken in den ersten Tagen recht erheblich. Einmal liegen die Zahlen 
sehr hoch, dann wieder sehr niedrig. Der Organismus muB sich erst an die 
veranderte Nahrung gew6hnen. Am 16. sind die Werte besonders niedrig. 
die Atemgr6Be betrug bei diesem Versuch nur | Liter pro Minute. Erst 
gegen Mitte der Periode macht sich der EinfluB des Jods als stoffwechsel- 
steigernder Faktor geltend. Die Zahlen steigen ab 19. August an. Aller 
dings ist der hohe Wert am 21. mit Vorsicht aufzunehmen, da der Hund 
bei diesem Versuch infolge a4uBerer Einfliisse stark beunruhigt war. Merk- 
wiirdig ist in dieser Versuchsreihe, daB mit der Steigerung des Stoffwechsels 
auch eine allerdings geringe Gewichtssteigerung einhergeht. Bei Ver- 
fiitterung von Schilddriisensubstanz ist von den meisten Forschern eine 
starke K6rpergewichtsabnahme festgestellt worden. Hertz’ [l.c. (14)] 
Hund .,Netty**, der zu Beginn einer Versuchsreihe 6,8 kg wog, wies nach 
viertagiger Zufiitterung mit 5g Schilddriise pro die nur noch ein Gewicht 
von 6,6 kg auf, hatte somit je Tag 50g seines Kérpergewichts eingebiiBt. 
Bei normalem Futter stieg das Gewicht sogleich an, um bei nochmaliger 
Zugabe von Schilddriise wieder zu sinken. Ich habe bei meinen Hunden 
infolge Jodfiitterung meist eine geringe Gewichtszunahme feststellen 
k6nnen. 

Ich komme nun zur Besprechung der Versuche betreffs der spezifisch- 
dynamischen Wirkung der Nahrung auf Zugabe von 2 mg Jod pro die. 
Man k6énnte vielleicht annehmen, daB infolge des gesteigerten Grund- 
umsatzes auch die spezifisch-dynamische Nahrungswirkung erhdht sei. 
Aus der Tabelle IV ist aber ersichtlich, daB dies nicht eingetreten ist. 
In Tabelle 1V liegt ebenfalls das Maximum der Oxydationssteigerung 
mit 86,38 ccm Sauerstoff pro Minute in der dritten Stunde nach Futter- 
aufnahme. Es betrigt demnach die Sauerstoffsteigerung 48,91°,, und 
die Erhéhung der Kalorien 50,40°,. Bei dem ersten Normalversuch 
hatten wir Steigerungen von 63,3 bzw. 67,9°%, also erheblich mehr. 
In einem weiteren Versuch liegen die Werte noch etwas niedriger. 


21* 
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Tabelle IV. 
Hund .,Teddy*. Futter: 100 g¢ Fleisch, 90 g Reis, 20 g Fett, 10 g Jodmehl 
2000 y Jod. 12. August 1930. 








= P z a 
= sé = steigerung in % | = > 
Zimmer- Std += ~ ts : fe S 
tem peratur p.¢ as > Le R.-Q. E= 3° 
cE woe 
yro Tier ‘ i ‘ »-Ver- =" = - 
‘ siti "te ro cuens g-Kalorien che 4 
20,8 Niichtern | 38,86 58,68 27,17 0,66 10 774,50 
20.8 3 64.10 86.38 40.86 0.74 50.40 48,91 18 
20,6 5 62.89 78.14 37,58 O81 38,31 33.16 16 
20,1 7 59.83 77,55 36,91 0,77 35,85 32,16 14 
20,9 9 47.10 61,27 29,16 | 0,77 5,82 441 12 
20,6 11 41.0 56,05 26,49 | 0,73 9 
20,8 13 38,17 52,06 24,52 || 0,73 9 
29,5 15 35.46 51.85 27,11 0,68 9 
20,3 17 35.41 53,90 24,95 | 0,66 8 
29,5 19 36,64 53,54 24,90 0,68 8 
20,9 21 36.43 54,46 25.27 | 0.67 9 
20.8 23 35,74 54,89 25.56 0,65 9 


yO 


Hier erhalten wir nur eine spezifisch-dynamische Wirkung von 43,77 
fiir den Sauerstoffverbrauch und von 49,15°, fiir die Warmebildung. 

Vergleichen wir noch einmal die Zahlen in Tabelle III, so ist fest 
zustellen, daB gerade an dem Tage, an dem die spezifisch-dynamische 
Nahrstoffwirkung so gering ist, eine betrachtliche Steigerung des Grund- 
umsatzes einsetzt. Wir kénnen also hier von einer indirekten Beeinflussung 
der spezifisch-dynamischen Wirkung infolge der Jodgaben sprechen. 

Nach diesem 17tagigen Jodversuch erhielt der Hund wieder normale 
Nahrung. Die 10 g Jodmehl wurden durch 10 g Reis ersetzt. Analog den 
Befunden der Schilddriisenfiitterung miiBte jetzt der Grundumsatz sofort 
absinken, um bald auf die Norm zu kommen: denn der die stoffwechsel 
steigernde Wirkung auslésende Faktor fehlt ja jetzt in der Nahrung. Doch 
zeigt Tabelle V ein ganz anderes Bild. 

Der Grundumsatz halt sich die ganze Zeit mit kleinen Abweichungen 
auf gleicher Héhe. Die Durchschnittszahl dieser Versuchsreihe zeigt 
eine geringe Steigerung der Kohlenséurebildung gegeniiber dem Normal- 
versuch, die sich in einer Erhéhung des Respirationsquotienten auswirkt. 
Man kann hier, wie auch noch spater zu sehen ist, von einer Nach 
wirkung der Jodgaben sprechen, zumal die CO,-Steigerung in den ersten 
3 Tagen nach Fortlassen des Jodmehles am gréBten ist. Der Wert 
am 9. September ist etwas aus der Reihe fallend; das Tier war bei 
diesem Versuch sehr unruhig. Das Kérpergewicht bleibt wahrend de1 
10 Tage auf gleicher Hohe. 


Die spezifisch-dynamische Wirkung andert sich insofern, als die Wert« 
etwas ansteigen. Die prozentuale Steigerung kommt in diesen Versuchen 
nahe an die im Normalversuch (Tabelle I1) erzielten Werte heran. AuBer- 
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Tabelle V. 
Hund ,,Teddy”. Grundumsatz. Fiitterung: 100g Fleisch, 100 ¢ Reis, 
. 20g Fett. 1. bis 10. September 1930. 








= a i) 

~ s ‘fs = N 
oe Aad x Ns ,= ae 

Datum 2 = > oa > R.-Q 2 

~ S = = 
. pro Tier pro qm Ober- 2a. 

. = 

und 24 Std. fliche und 24 Std. 
kg | °C in Liter in Liter 


1. 1X. | 10,35 22,0 57,90 | 80,34 108,90 151,1 | 072) 377,59| 710.3 | 11 
2. 1X. | 10,385 20,5 62,99, 88,01 | 117,5 1644 | 0,72 413,65) 773,011 
4.IX. 10,25 18.8 62,67'88,04 118.6 1666 | 0,71) 412,99) 781.3 11 
5. IX. 10,35 18,9 58,38 86,97 109.7 163,7 | 0.67 493,54 759,8 12 
6. IX. || 10,35, 19,9 | 52,70 | 79,21 99,1 148.9 | 0,67 367,53) 691,212 
7. IX. |10,30 19,8 53,81 79,05 101,5 | 1491 | 0.68) 367,58 6939 12 
8. 1X. (10,30 18,5 56,23 83,70 1061 157.9 | 0,67 388,37 732.1 12 
9. IX. 10,35 18,6 57,96 89.42  199,0 1681 | 0,65) 412,23 776.3 | 13 
10.1X. 10,35 19,0 55,03 /87,41 1034 164.3 | 0,63 402,08! 7548 9 11 


eo 57,51 84,68 1082 158.6 0,68 393.94 7434 11 


dem zieht sich in den letzten Versuchen die Verdauungsarbeit etwas in die 
Lange. Wahrend sonst 11 Stunden nach der Fiitterung keine Wirkung 
der Nahrung mehr feststellbar war, haben wir hier um dieselbe Zeit immerhin 
eine durchschnittliche Steigerung von etwa 10°,. 

Nachdem sich nun der Hund nach 10 Tagen in seinem Grundumsatz 
wieder auf einen Normalwert eingestellt hatte. wurde am 12. September 
mit einer neuen Jodperiode begonnen. 10g Reis wurden durch 10 g Jod 
mehl ersetzt; die tdgliche Jodzufuhr betrug jetzt 4 mg. War schon bei Verab- 
reichung von 2mg Jod eine geringe Stoffwechselsteigerung erfolgt, so 
konnte man bei der doppelten Menge ein weiteres Ansteigen der Werte 
erwarten. Tabelle VI zeigt, inwieweit sich diese Erwartung erfiillt. 

Wir haben in dieser Versuchsreihe ungefaihr das gleiche Bild, wie es 
Tabelle III bietet. Nur sind die Zahlen etwas ausgeglichener und ruhiger. 
Auch hier ]aBt sich erst gegen Ende der Periode (ab 28. September) eine 
Stoffwechselsteigerung infolge des verabreichten Jodmehles nachweisen. 
Am 15. Tage der Jodfiitterung steigen die Zahlen fiir Kohlensaurebildung 
und Sauerstoffverbrauch ganz erheblich, und zwar erstere im Verhaltnis 
zu letzteren schneller, so daB auch der Respirationsquotient eine Erhéhung 
erfahrt. Ob diese Steigerungen allein auf das Konto des verabreichten Jods 
zu setzen sind, méchte ich bezweifeln. Unruhe des Tieres kommt in diesem 
Falle wohl nicht in Frage, da die Atemfrequenz sich in normalen Grenzen 
halt. Vielmehr méchte ich neben einer Wirkung des Jods auch die niedrigen 
Zimmertemperaturen, die gerade vom 28. bis 30. September herrschten 
an diesen Tagen lagen die Zahlen fiir die Kohlenséurebildung am héchsten 
dafiir verantwortlich machen. Von einer stoffwechselsteigernden Wirkung 
im Sinne des Schilddriisenhormons kann man bei meinen bisherigen Versuchen 
tiberhaupt nicht reden. Denn erstens treten die Steigerungen durch Thyreoide- 
gaben sofort nach Verfiitterung der Substanz auf und nicht, wie hier, erst 
14 Tage spater; sodann geht. was ich ja schon des 6fteren erwihnte. bei 
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Verfiitterumg von Schilddriisensubstanz mit gesteigertem Sauerstoff- 
verbrauch ein ziemlicher Gewichtsabfall einher; dagegen ist auch wieder 
aus meinem letzten Versuch (Tabelle VI) zu ersehen, daB das Kérper- 
gewicht meines Hundes stetig im Steigen begriffen ist. Somit kann man 
hier von einer entgegengesetzten Wirkung der Jodfiitterung gegeniiber 
Schilddriisengaben sprechen. Es zeigt sich diese Wirkung auch in einer 
Einsparung von EiweiB, worauf zum Teil die Gewichtsvermehrung zuriick- 
zufiihren ist. Doch darauf komme ich bei Besprechung der Stoffwechsel- 
versuche noch zurtck. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung erfahrt unter dem Einflu8 von 
4000 y Jod pro Tag wieder eine Verminderung. In Tabelle VII (s. néchste 
Seite) errreicht der Sauerstoffbedarf mit 82,66 ccm pro Minute 5 Stunden 
nach Nahrungsaufnahme sein Maximum. Die Steigerung betragt 34,06 °,,. 

Im zweiten Versuch hat die Verdauungsarbeit schon nach 3 Stunden 
ihren Héhepunkt erreicht. Hier betraigt die Sauerstofferhéhung 38,46, 
wahrend sich fiir die Warmebildung eine solche von 40,86°,, errechnet. 
Bemerkenswert an diesen zwei Versuchen ist auch die geringe Atem- 
frequenz wahrend der Hauptverdauungszeit. Der Hund machte nur 
13 bzw. 14 Atemziige in der Minute, wahrend in anderen Versuchen 
16 bis 19, ja sogar 20 gezihlt wurden. Das Jod scheint demnach eine 
hemmende Wirkung auf das Atemzentrum ausgeiibt zu haben. 


Am 4. Oktober begann eine neue Versuchsreihe. Zunéchst unterblieb 
die Jodfiitterung wieder. Auch in dieser Tabelle VIII zeigt sich eine deutliche 
Nachwirkung der vorangegangenen Jodfiitterung. Die Warmebildung 
steigt nach Fortlassen des Jods von 800 auf 900 Kalorien und halt sich 
etwa 3 Tage lang auf dieser Héhe; erst dann sinken die Werte erheblich ab. 
Das Gewicht schwankt in dieser Zeit etwas. Zunachst steigt es noch stetig 
bis auf 10,75 kg, wahrscheinlich unter der Nachwirkung des Jods, fallt 
dann in verhaltnismaBRig kurzer Zeit auf 10,35kg, um gegen Ende der 
Versuchsreihe den Anfangswert wieder zu erreichen. 

Nun folgt ein 20tagiger Versuch mit Verabreichung von 6000 y 
Jod pro Tag. 

Bei Betrachtung der Tabelle LX fallt die merkwiirdige Tatsache auf, 
daB der Grundumsatz unter dem EinfluB8 des Jods eine Erniedrigung erfahrt. 
Sowohl Sauerstoffverbrauch als auch Kohlenséurebildung werden ver- 
mindert. Ebenso fallt das Gewicht etwas. Am 2. November haben wir 
wieder einen Beweis fiir das reziproke Verhaltnis von Temperatur und 
Umsatz. Die Temperatur ist stark erniedrigt. wahrend die Werte fiir 
CO,-Bildung und O,-Verbrauch sehr hoch liegen. Nach fiinftagiger Jod- 
fiitterung ist der Sauerstoffverbrauch um 14,83°, gefallen und hat damit 
seinen tiefsten Stand erreicht. Die Durchschnittszahlen dieser Versuchs- 
reihe liegen alle unter denen der Vorperiode ohne Jod. 

Tabelle X zeigt den EinfluB des Jods aut die spezifisch-dynamische 
Wirkung in dieser Zeit. In diesem sowohl wie in einem weiteren Versuch 
ist die prozentuale Steigerung des Sauerstoffbedarfs ungefihr die gleiche; 
die Atemfrequenz ist besonders im ersten Versuch sehr niedrig. Auch hier 
ist im Verhaltnis zu Versuchen ohne Jodzugabe trotz der niedrigen Grund- 
umsatzwerte eine Verringerung der spezifisch-dynamischen Nahrungs- 
wirkung festzustellen. 
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Das Ergebnis dieser Versuchsperiode hatte neue Unklarheiten 
gebracht. Man muBte sich doch fragen, warum bei Verabreichung 
von 6 mg Jod der Grundumsatz absinkt, wihrend in vorhergehenden 
Perioden 2 und 4 mg, also erheblich kleinere Mengen, einen immerhin 
feststellbaren Anstieg desselben auszulésen vermochte. 


Zur Klaérung der Frage, ob dieses Absinken rein zufallig oder durch 
EinfluB des Jods bedingt sei, wurde der Versuch noch einmal wiederholt. 
Jedoch war zunichst wieder eine Zwischenperiode einzuschieben, waihrend 
welcher jegliche Jodzufuhr unterblieb. Der Hund erhielt normale Nahrung. 

Wir sehen aus Tabelle XI zunachst eine dauernde Kérpergewichts- 
steigerung bis auf 10,85 kg. Ebenfalls liegen die Werte fiir die Kohlensaiure- 
bildung und den Sauerstoffbedarf héher als im vorhergehenden Jodversuch. 
Bemerkenswert ist, daB sich die Zahlen wahrend der 20tagigen Versuchszeit 
nahezu auf gleicher Héhe halten. Nennenswerte Schwankungen treten 
nicht auf. Der hohe Wert am letzten Tage ist darauf zuriickzufiihren, daB 
der Hund wahrend des Versuchs zitterte. Auffallend sind auch die hohen 
Zahlen fiir Puls- und Atemfrequenz. Teils war letztere unregelmaéBig. 
Die Pulsfrequenz wurde an der Arteria femoralis festgestellt. Die Stoff- 
wechselsteigerung, die wir bei der Zugabe von 6 mg Jod pro die vermiBten. 
ist somit erst nach Fortlassen der Jodgabe aufgetreten. 

Tabelle XII zeigt. wie sich der Energieumisatz unter dem Einflu8 der 
Nahrung wahrend dieser Zeit vollzieht. Bei Verabreichung von 6 mg Jod 
brauchte das Tier 74,4 bzw. 81,02 ccm Sauerstoff pro Minute zur Oxydation. 
Nach Fortfall der Jodgabe verschiebt sich das Verhaltnis insofern, als der 
Hund jetzt 91.66 cem Sauerstoff mit einer Warmebildung von 44,29 Kalorien 
benétigt. Die spezifisch-dynamische Wirkung ist also erhéht. Ebenfal!s 
liegen hier die Zahlen fiir die Atemfrequenz hoch. 


Tabelle XII. 


Hund ,,Teddy*. Futter: 100g Fleisch, 100g Reis, 20g Fett. pro die. 
27. November 1930. 





Zeit CO.- O-Ver- pga Steigerung — dag 
Zimmer- nach der Bildung  brauch — in ° Atem- “Ober 
tempe- Piitte- R.-Q frequenz | flache 
ratur Fang pro Tier und Minute -Kal. | 02-Ver- und 
( Std. p.c. in ecm &-Aal.  prauch Min. 24 Std 
21,6  Niiehten 42,79 61,99 2889 0,69 — 13 = 755,20 
21,2 3 75,12 91.69 4429 0,82 53,31 47,91 20 
21,5 5 76,41 87,25 42,75 O88 47,97 40,75 21 
21,4 7 62,01 7653 36,81 O.8i 27,41 23,45 17 
21,5 9 48,60 6049 29,04 0,80 5,19 15 
21,3 11 46,06 61,71 29,25 0,75 1,25 11 


Am 5. Dezember setzte dann erneut ein 20tagiger Versuch mit 6 mg 
Jod pro die ein. Die Ergebnisse sind in Tabelle XIII niedergelegt. Hier 
haben wir dasselbe Bild wie in den Versuchen mit 2 und 4mg Jod, nur 
noch in etwas krasserem MaBe. Die Zahlen zeigen von Anfang bis Ende 
der Versuchsreihe eine steigende Tendenz. Das Gewicht bleibt ungefahr 
auf gleicher Héhe und die Atemfrequenz ist ausgeglichen. 
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Bei diesen Versuchen liefen sich das erste Mal toaische Schddigungen 
des Organismus durch das Jod feststellen. Der Hund atmete unregelmaBiger 
und war oft unruhig; zeitweilig wurde er wihrend des Versuchs von einem 
krampthaften Muskelzittern geplagt. das den ganzen Korper iiberlief und 
besonders an den Hinterextremitaten deutlich zu beobachten war. Dieses 
Muskelzittern habe ich in der Folge noch oft feststellen kénnen. Vielleicht 
sind zum Teil hierfiir die niedrigen Zimmertemperaturen, die in dieser Zeit 
herrschten, mit verantwortlich zu machen. Dafiir spricht auch die Tat- 
sache, daB nach der Fiitterung infolge der durch die Oxydation der Nahrung 
bedingten Temperatursteigerung das Zittern nicht auftrat. Im iibrigen 
machte das Tier in dieser Zeit einen ziemlich nervésen Eindruck. Nach 
den Versuchen lag es immer ermattet im Kifig und hatte ein groBes Ruhe- 
bediirfnis. Die FreBlust litt aber nicht und das Futter wurde nach wie vor 
sogleich restlos verzehrt. 

Die in diesem Versuch erzielte Steigerung der Grundumsatzwerte ist 
also mit dem erhdhten Verbrauch in den Muskeln infolge des Muskel- 
zitterns zu erkldren. 

Zur Erlauterung der spezifisch-dynamischen Wirkung dient die 
Tabelle XIV. Hier ist wieder, wie schon friiher, die Feststellung zu machen, 
daB sich unter dem Einflu8 der Jodfiitterung die spezifisch-dynamische 
Wirkung etwas vermindert. Lag in Tabelle X11 das Maximum der Oxydation 
bei 91,96 cem Sauerstoff je Minute, so hat hier der Hund nur 86,24 cem 
Sauerstoff mit 40,77 Kalorien verbraucht. Ganz erheblich ist die prozentuale 
Steigerung gesunken. In einem weiteren Versuch wurden noch niedrigere 
Werte erzielt. 

Volle Klarheit hatte auch diese Versuchsreihe nicht gebracht. 
Im Gegenteil, es lagen jetzt zwei Ergebnisse vor; einmal ein Absinken 
des Grundumsatzes, dann eine starke Steigerung desselben. Es wurde 
also ein dritter Versuch mit 6mg Jod unternommen und auf etwa 
50 Tage ausgedehnt. Hauptsachlich sollte festgestellt werden, wie 
lange die in den einzelnen Jodversuchen beobachtete Grundumsatz- 
steigerung bzw. -verminderung anhielt, und Beobachtung des Eintritts 
der Vergiftungserscheinungen. 

Zu diesem Zwecke wurde dem Hunde wieder eine zeitlang das Jod 
entzogen, damit er sich auf einen Normalwert einstellen konnte. Bei 
naherer Betrachtung der Zahlen fir Kohlensdurebildung und Sauerstoff- 
verbrauch in Tabelle XV ist folgendes zu erkennen. 

Unter Nachwirkung der vorherigen Jodfiitterung steigt der Grund- 
umsatz noch. etwas an bzw. bleibt auf gleicher Héhe. Diese Nach- 
wirkung festzustellen, hatten wir ja schon 6fters Gelegenheit. Solange 
die Wirkung anhielt, zeigte der Hund noch dieselben toxischen Er- 
scheinungen: Muskelzittern, Unruhe, Nervositat, wie im Jodversuch. 
Nach etwa 10 Tagen war die Nachwirkung abgeklungen, der Grund- 
umsatz sank herab, und die Vergiftungssymptome wurden nicht mehr 
beobachtet. 
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Nun setzte die Jodzufiitterung wieder ein. Der Hund erhielt in 
10g Jodmehl pro Tag 6mg Jod, etwa 50 Tage lang. Tabelle XVI 
zeigt die Ergebnisse der in dieser Zeit angestellten Ruheniichternversuche. 
Bei niherer Betrachtung der Zahlen kann man deutlich drei Perioden 
unterscheiden. 

Erste Periode dauert vom 17. bis 26. Januar 1931. Hier ist Jod- 
wirkung im Sinne des Schilddriisenhormons festzustellen, natiirlich 
in entsprechend milderer Form.  Stoffwechselsteigerung geht mit 
geringer K6érpergewichtsabnahme parallel. Tozxische Erscheinungen 
wie Unruhe, Zittern usw. treten auf. Die Warmeproduktion erreicht 
mit 810,8 Kalorien pro Quadratmeter K6érperoberfliche am_ fiinften 
Tage der Jodzulage ihr Maximum. 

Zweite Periode vom 27. Januar bis 2. Marz 1931. Hier ist von 
einer stoffwechselsteigernden Wirkung des Jods nichts festzustellen. 
Der Grundumesatz sinkt standig ab, bis er am 24. Februar mit 619,4 Ka- 
lorien pro Quadratmeter Oberfliche und 24 Stunden sein Minimum 
erreicht hat. Die Differenz zwischen Maximum und Minimum betragt 
23,6°. Am 9. Februar zitterte der Hund beim Versuch, daher der aus 
der Reihe fallende hohe Wert. Das Gewicht zeigt stindig steigende 
Tendenz und ist an den Tagen mit niedrigstem Grundumsatz am 
héchsten. Toxische Erscheinungen werden mit Ausnahme des schon 
genannten Tages nicht beobachtet. Diese zweite Periode bietet dasselbe 
Bild wie Tabelle IX: ein Absinken des Grundumsatzes trotz Jodfiitterung. 

Die dritte Periode dauert vom 3. Marz bis zum SchluB der Versuchs- 
reihe. Der Grundumsatz steigt plétzlich wieder an, das Korpergewicht 
fallt, und das Zittern wird taglich beobachtet. 

Wir kénnen also an Hand dieser Versuche in der ersten Periode 
ein Ausschitten von Schilddriisenhormon und eine dadurch bedingte 
Steigerung des Grundumsatzes erkennen. In der zweiten Periode 
findet eine Speicherung und Entgiftung statt, wahrend die dritte Periode 
wieder Ausschiittung von Hormon erkennen laBt. Die Schilddriise 
verliert die Fabigkeit der Entgiftung und Speicherung. 

Um einen AufschluB tiber das Speichervermégen der Schilddriise 
nach langerer Jodfiitterung zu bekommen, wurde der Hund, nachdem 
er in 50 Tagen 300 mg Jod zu sich genommen hatte, am 12. Marz halb- 
seitig thyreoidektomiert. Die Operation wurde in Chloroformnarkose 
(was vielleicht fehlerhaft war) vorgenommen und verlief glatt. Am 
folgenden Tage zeigte das Tier infolge der Narkose ein etwas _be- 
nommenes Wesen und fraB auch nicht recht, war aber 2 Tage spater 
wieder ganz munter. Das absolute Driisengewicht betrug 1,33 g Die 
chemische Analyse ergab einen Jodgehalt von 1245y pro Gramm 
Driise. Der Gesamtjodgehalt betrug demnach 1656 y. Die Driise war 
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also ungewohnlich jodreich. Der histologische Befund ergab kolloid- 
reiche, groBe Follikel und niedriges Epithel mit schmalen Interstitien. 
Die Driise befand sich im Stadium héchster Jodspeicherung. Dieses 
Ergebnis deckt sich auch mit een bei den Respirationsversuchen (siehe 
Tabelle XVI) gemachten Beobachtungen. Nach der Operation wurde 
der Hund vorlaufig nicht zu Respirationsversuchen benutzt, damit 
nicht durch den Kaniilenwechsel die Vernarbung der Wunde gestért 
wurde. Die Jodgaben wurden wahrend dieser Zeit weitergegeben. 
Nach 14 Tagen war die Wunde so gut verheilt, daB mit den Atmungs- 
versuchen wieder begonnen werden konnte. 

In Tabelle XVII sind die Grundumsatzwerte, die nach der Operation 
ermittelt wurden, aufgezeichnet. Vom 13. Marz bis 5. April erhielt 
der Hund 6000 y Jod pro die. Laut Tabelle blieb der Grundumsatz 
bis zum 31. Marz auf der alten Héhe und sank erst dann ziemlich tief 
ab. Starkes Zittern wurde am 28. und 31. beobachtet. Der hohe Wert 
am 31. ist auf starke Unruhe des Tieres zuriickzufiihren. Das Kérper- 
gewicht, welches vom Tage der Operation an fiel, sinkt standig weiter. 
Selbst bei niedrigem Grundumsatz ist Gewichtsabnahme festzustellen. 
Als hauptsachlicher Grund fiir diesen Gewichtsverlust ist wohl ein 
Durehfall anzunehmen, welcher den Hund gleich nach der Operation 
befiel. Es dauerte eine geraume Zeit, bis sich das Tier von den Folgen 
dieser Krankheit wieder erholt hatte. Um zu erforschen, ob nicht als 
tiefere Ursache fiir diesen Durchfall das Jod anzusehen sei, unterlieB 
ich die Verfiitterung desselben ab 6. April. Schon nach 8 Tagen trat 
eine wesentliche Besserung im Befinden des Tieres ein. Der Kot, der 
vorher sehr diinn war und zum gréBten Teil aus Schleim bestand, 
nahm wieder festere Form an. Ebenfalls stieg das K6érpergewicht 
langsam an, nachdem der Hund in 4 Wochen etwa 1 kg eingebiiBt hatte. 

Es ist ja auch denkbar, daB der Schilddriisenapparat nach Fort- 
nahme der halben Driise nicht mehr in der Lage war, die sofort nach 
der Operation weitergegebenen hohen Jodmengen zu entgiften, und 
daB es somit zu solchen Vergiftungserscheinungen kommen mubBte. 
Darauf deuten ja auch die hohen Zahlen fiir Puls- und Atemfrequenz 
in den Versuchen vom 26. Marz bis 5. April hin. 

Nach Fortlassen der Jodgaben sinken auch diese erheblich ab. 
Allerdings macht sich laut Tabelle XVII b eine Nachwirkung des Jods 
insofern bemerkbar, als der Hund auf die Nahrungsainderung mit einer 
Grundumsatzerhéhung reagiert. Doch halt diese Steigerung nur einige 
Tage an. Nach etwa 10 Tagen ist der Umsatz wieder auf normaler 
Hohe angelangt und das Kérpergewicht steigt wieder. 

Da sich der Zustand des Tieres in dieser Zeit erheblich besserte, 
bekam er ab 1. Juni (siehe Tabelle XVIIc) wieder eine Jodzulage in 
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Héhe von 6000 y pro die. Der Durchfall trat jetzt nicht wieder auf. 
Der Grundumsatz stieg langsam an, ebenfalls das Kérpergewicht. Das 
Zittern wurde auch beobachtet und erhéhte den Grundumsatz. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung war in dieser Zeit sehr gering. 
Die Versuche wurden jetzt nur auf 12 Stunden ausgedehnt, da ja haupt- 
sichlich die Verdauungsarbeit, d.h. die prozentuale Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs interessierte. In den bisherigen Versuchen war 
spatestens 13 bis 14 Stunden nach Nahrungsaufnahme, meistens aber 
schon friiher, keine Steigerung mehr festzustellen. 


Tabelle XVILI, a), zeigt den Verlauf der Verdauungsarbeit bei jodfreier 
Nahrung. Die spezifisch-dynamische Wirkung ist entgegen anderen &hn 
lichen Versuchen geringer. Die maximale Sauerstoffaufnahme liegt mit 
81,50cem pro Minute in der vierten Stunde nach der Fiitterung. Die 
prozentuale Steigerung betragt nur 34,78 °,,. 

Unter dem Einflu8 erneuter Jodfiitterung erniedrigt sich diese noch 
mehr; sie betragt laut Tabelle XVII!, b), nur noch 30°,. Das Maximum 
liegt auch in der vierten Stunde. Bei diesem Versuch ist der Grundumsatz 
stark erhéht. In der zwélften Stunde ist bei beiden Versuchen keine 
Steigerung mehr festzustellen. 


Durch weitergefiihrte Verfiitterung der bisherigen Jodgaben sollte 
noch festgestellt werden, wann Jodismus, d.h. typische Jodvergiftung 
eintreten wirde. 


Symptome solcher Krankheit sind nach Fréhners Toxikologie (16): 
starke Abmagerung, Durchfall, Taumeln, Betaéubung, sehr frequenter 
kleiner Puls, schnelles Atmen, auBergewéhnliche Schwachezustinde, die sich 
in direktem Zusammenstiirzen auswirken, Pupillenerweiterung, ferner 
noch Nierenreizung. Harnverhaltung und Uramie; unter diesen Erschei- 
nungen geht das Tier zugrunde. 

Der Hund bekam also weiter tagliche Gaben von 6 mg Jod in Form 
von Jodmehl. Wir sahen schon in Tabelle 17, c), daB der Hund bei den 
letzten Versuchen stark zitterte. In der Folge muBten dann die Respirations- 
versuche unterbleiben, da dieses krampfhafte Muskelzittern zu stark auftrat 
und somit die Ergebnisse stark beeinfluBte. Ich beschrankte mich darauf, 
das Tier in seinem Verhalten zu beobachten. Nach 26tagiger Jodverab- 
reichung hatte das Koérpergewicht mit 10.80 kg seinen héchsten Stand 
erreicht. An diesem Tage bekam das Tier plétzlich einen Krampfanfall, 
streckte die Extremitéten starr aus und zeigte Erstickungserscheinungen. 
Nach 10 Minuten hatte es sich wieder erholt. Einige Tage spater wiederholte 
sich dieser Anfall, dauerte aber auch nur kurze Zeit. Das Tier sah elend 
aus lief sehr unrubig im Kafig umher, zeigte groBe Mattigkeit, die Pupillen 
waren maximal erweitert. Das K6érpergewicht nahm dauernd ab. Die 
FreBlust war nicht mehr so gut wie friiher, doch wurde noch alles restlos 
verzehrt. Vom 8. Juni ab lie®B ich das Jod in der Nahrung fort, um eine 
eventuelle Besserung zu erzielen. Diese trat jedoch nicht auf, eher ver- 
schlimmerte sich der Zustand des Tieres. Das Futter wurde nur noch wenig 
beriihrt ; der Hund schien geradezu direkten Widerwillen gegen die Nal rung 
zu empfinden. Die Zahl der Krampfanfalle mehrte sich. In der Folge trat 
Blindheit auf, das Tier hérte nicht mehr auf Anruf und wurde immer 
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elender. Einspritzungen einer 25°,igen Natriumthiosulfatlésung ver 
mochten nur eine voriibergehende geringe Besserung zu erzielen. Die 
Diurese war stark verringert und betrug zuletzt nur noch etwa 70 bis LOO cem 
pro die. Der Harn hatte stark dunkelbraune Farbung. Am 10. Juni ging 
dann das Tier an Herzschwache ein, nachdem sich das K5rpergewicht in 
14 Tagen um etwa | kg vermindert hatte. 


c) Ergebnisse der Respirationsversuche an Hund ,,Stropp”. 


Zur Kontrolle wurden in gleicher Weise Versuche an einem anderen 
Tiere angestellt. Ks war dieses noch ein junger Hund, zur Zeit der ersten 
Versuche etwa */, Jahre alt, den ich zunachst dressieren multe. Die Terrier 
hunde eignen sich vorziiglich fiir Respirationsversuche, da sie sehr gelehrig 
und klug sind. Sie begreifen verhaltnismaBig schnell. daB sie beim Versuch 
ruhig liegen miissen und verhalten sich dementsprechend. Hund ..Stropp* 
hatte sich auch nach wenigen Wochen Dressur an die Versuchsperson und 
den Respirationsapparat gewOhnt, so daB ich Anfang Februar zunachst 
mit Grundumsatzbestimmungen bei jodfreier Nahrung beginnen konnte. 

Der Hund erhielt im Futter etwa 582 Kalorien, also pro Kilogramm 
Korpergewicht 77,5 Kalorien. Hund ..Teddy* erhielt pro Kilogramm nur 
etwa 63 Kalorien. Trotzdem Stropp mehr Nahrung benétigte, weil et 
noch nicht ausgewachsen war, so muBte doch wohl die zusammengestellte 
Nahrung in ihrem Nahrwert etwas zu hoch sein. Es éuBerte sich darin, 
daB der Hund seine Ration nicht sofort auffraB, wie ich das bei Hund ,, Teddy 
gewohnt war. Die Folge war, daB das Tier anderen Tags noch nicht niichtern 
war und so die Werte ungenau wurden. Ich habe deshalb in Tabelle XIX 
nur solche Versuche aufgenommen, bei denen ich einen vollkommenen 
Ruheniichternwert garantieren konnte. Die Zahlen fiir Kohlenséure und 
Sauerstoff stimmen gut tiberein, und die Durchschnittswerte dienen als 
Vergleichszahlen fiir den normalen Grundumsatz von Hund _ ,.,Stropp*’. 
Das Koérpergewicht schwankt in dieser Zeit und steigt tm Durchschnitt 
etwas an, wieder ein Zeichen dafiir. da® die verabreichte Nahrung zu hoch 
dosiert war. 


Deshalb nahm ich eine kleine Umstellung vor. 20 ¢ Reis wurden 
durch 10 g Jodmehl ersetzt, so daB der Hund also 33 Kalorien pro die 
weniger erhielt. Diese Ration fraB er auch sofort auf. In Tabelle XX 
ist ein geringer EinfluB des verabreichten Jods festzustellen. Die 
Werte fiir die Kohlenséurebildung und den Sauerstoffverbrauch zeigen 
bald nach Verfiitterung des Jodmehls steigende Tendenz. Ebenfalls 
steigen die Zahlen fiir die Pulsfrequenz. Wahrend im Normalversuch 
durchschnittlich 100 Pulsschlige pro Minute gezihlt wurden, steigt 
nach Verfiitterung des Jods die Zahl auf 110. Jedoch dauert die 
Grundumsatzerhéhung nicht lange an. 

Nach zehntagiger Fiitterung etwa hat sie ihr Maximum erreicht. 
Die Werte sinken wieder ab, ebenfalls die Pulsfrequenz. Spater steigt 
auch das Korpergewicht. Im Verlauf der weiteren Jodfiitterung, die 
doch immerhin noch 5 Wochen andauerte, konnte ich keine lainger- 
dauernden Umsatzerhéhungen feststellen, wie ich sie bei dem ersten 
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Hunde zu beobachten Gelegenheit hatte. Das Jod scheint in diesem 
Falle ganz zu Anfang der Versuche nur eine Reizwirkung ausgelést 
zu haben, im tibrigen bleibt es wirkungslos. Es hdngt dies mit der Tat- 
sache zusammen, dap junge Individuen, sowohl Menschen als Tiere. 
bedeutend gréfpere Jodmengen vertragen kénnen, che sie reagieren. 


d) Ergebnisse der Stickstoffwechselversuche an Hund Teddy". 

Diese Versuche dienen als Erganzung der Respirationsversuche, Denn 
zur genauen Kenntnis der Zersetzungsvorgange im K6rper ist es unbedingt 
erforderlich, neben dem Gaswechsel auch die festen und fliissigen Aus- 
scheidungsprodukte, also Kot und Harn, zu beriicksichtigen. In vorliegende: 
Arbeit sollten diese Stoffwechselversuche die Frage klaren, welchen Einfluf 
die Verfiitterung des Jods in Form von Jodmehl auf die Eiweifzersetzung hat. 
Verabreichung von Schilddriisensubstanz hatte nach den meisten Forschern 
vermehrte Stickstoffausscheidung zur Folge. Dasselbe wurde auch bei 
krankhafter Uberfunktion der Schilddriise beobachtet, waihrend Thyreoid 
ektomie verlangsamend auf den Eiwei®stoffwechsel wirkte. 


Ich gehe nun zu eigenen Versuchen iiber. Zu diesem Zwecke wat 
es nétig, die Ausscheidungen des Tieres in einem Stoffwechselkafig 
méglichst verlustlos und getrennt zu sammeln. Taglich wurde der 
Kafig mit destilliertem Wasser ausgespritzt, um auch die letzten Reste 
Stickstoff zu erfassen. Harn und Kot wurden taglich quantitativ 
bestimmt und mit dem Spiilwasser auf Stickstoffgehalt nach der Methode 
von Kjeldahl analysiert. Nach demselben Prinzip wurde die gesamte 
Nahrung untersucht. 


Die Versuche dauerten gewéhnlich 8 bis 10 Tage und wurden 
jedesmal 4 bis 5 Tage nach Nahrungsainderung begonnen, damit sich 
das Tier erst auf das neue Futter einstellen konnte. In Tabelle XXI 
habe ich die Durchschnittswerte aus den einzelnen Stoffwechsel- 
versuchen aufgefiihrt. Im ersten Versuch vom 1. bis 8. August wa 
der Hund ungefahr im Stickstoffgleichgewicht. Die Bilanz zeigt einen 
geringen UberschuB iiber die Einnahmen in Héhe von 0,027 g Stickstoff 
pro die. Der Hund bekam nur normale Nahrung; die ermittelten Werte 
dienen als Vergleich fiir die spiteren Versuche. Diese haben laut 
Tabelle mit einer Ausnahme saémtlich eine positive Bilanz ergeben, 
und zwar zeigte sich in den Versuchen mit 2000 und 4000 y Jod pro Tag 
die gréBte Stickstoffretention. Die einzige negative Bilanz ist auf die 
gesteigerten Zersetzungsvorgange unter dem EinfluB der gerade um 
diese Zeit einsetzenden Stoffwechsel erhédhenden Wirkung des Jods 
zuriickzufiihren. Das Kérpergewicht sinkt in diesem Versuch von 
11,0 auf 10,7 kg. Der Gaswechsel des Tieres war in dieser Zeit ebenfalls 
stark erhéht. Der erste Versuch nach der Operation zeigt ungefahr 
Stickstoffgleichgewicht verglichen mit dem Normalversuch. 
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Tabelle XXJ1. 
N-Stoffwechselversuche an Hund ,,Teddy”. 
Aus- : 
- Anfangs- End 
reschiede -Menge 
Joa x- or n — kirper- korper 
Datum zufuhr Zufahr ay: Spiil- Bilanz —— es 
des des 
Harn kot Wassel lieres lriere- 
1930 pro die pro die cem g £ fag kg kg 
1 8. VIII 3.777 575,029.59 = 3,750 0,027 9,93 9,98 
13.—22. VILL. 2000 3.777 521.2'15.92 3,179 +0598 10.0 10.10 
16.—25. IX. 4030 3,420 509,611.20 2,949 + 0,471 10,40 10,40 
1—i0. Xj 6000 3,736 450,5'13,10 3,663 0.973 10,45 10.40 
10.—20. XII. 6909 4,268 547,813.68 3.903 + 0.365 > 10.80 10.85 


2 I. 6000 4495 461,2 14,96 4,141 + 0,354 10,75 10,70 
3.— 12. I. 6900 4,516 386,516.40 4,631 0,115 11,00 19,70 
D i) \ 6000 4.283 344.0 14,99 4,947 + 0,036 10.59 10.55 


An Hund Stropp wurden ebenfalls Stoffwechselversuche angestellt 
(Tabelle X XTT). 
Tabelle XXII. 





Aus- 
: . Anfangs- End 
; . geschieden N-Menge kuper- kirper 
Jod- N- pro die Harn Kot gowicht ciaehiies 
Datur zufuhr Zufuhr + Spiil- Bilanz ta = ane 
Harn Kot wasser Tieres lieres 
1931 pro die pro die eem v g g kg kg 


11.—20. II. - 4125 313,9,10,10 3.155 +0969 7 78 
17.—26. Il. 40090 3.661 247.9 8.66 3,048 + 0.612 7.59 74: 
21.—30. IV. 4090 3.864 315.9 7,13 3.538 + 0.326 7 7.7 


Es war bei diesem Hund nicht méglich, Stickstoffgleichgewicht zu 
erzielen, da er noch im Wachsen begriffen war, und infolgedessen ein 
Teil des NahrungseiweiBes zum Ansatz gelangte. Bei normaler Nahrung 
betrug die tagliche Stickstoffretention etwa 1 g; das entspricht einem 
Fleischansatz von etwa 30g, in 10 Tagen also 300g. Das Korper- 
gewicht ist ebenfalls um 300 g gestiegen. Entgegen den Versuchen bei 
Hund Teddy hat bei diesem Tiere Verabreichung von Jed eine ver 
mehrte Stickstoffausscheidung zur Folge, so daB beim dritten Versuch 
die tagliche Stickstoffretention nur noch etwa 30°, der im Normal- 
versuch festgestéllten Menge betrug. 


(. Zusammenfassung. 


1. Elementares Jod als Jodmehl in einer Menge von 2 und 4 mg 


.pro Tier und Tag verabreicht, bewirkte bei einem 3 Jahre alten Tiere 
ein Ansteigen des Grundumsatzes um etwa 20%. Eine Menge von 
6 mg, 20 Tage lang verfiittert, hatte ein Absinken des Grundumsatzes 
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um 15% zur Folge, wahrend in einer zweiten, gleichlangen Versuchs- 
reihe eine Erhéhung um 20°, beobachtet wurde. In einem dritten, dem 
auf 50 Tage ausgedehnten Hauptversuch, konnte eine wellenférmige 
Bewegung des Grundumsatzes festgestellt werden. Das Maximum 
der Steigerung betrug hier etwa 25%. 

2. Kine stoffwechselsteigernde Nachwirkung des Jods trat immer 
einige Tage nach Aussetzen der Jodfiitterung ein. 

3. Toxische Erscheinungen, wie starkes Muskelzittern, Nervositat, 
Unruhe, traten am haufigsten bei Verabreichung von 6 mg Jod pro 
Tier und Tag auf, waihrend sie bei Gaben von 2 und 4 mg nicht beob- 
achtet wurden. Die Wirkung des Jods scheint demnach eine rein quanti- 
tative zu sein. Nach halbseitiger Thyreoidektomie und weiterer Appli- 
kation von 6mg Jod pro Tag ging das Tier etwa 5 Wochen nach der 
Operation an Jodismus ein. 

4. Bei einem zweiten jungen Hunde vermochte eine Jodgabe von 
4 mg pro Tag nur eine geringe Reizwirkung auszulésen, die aber nach 
etwa 10 Tagen wieder verschwunden war. In der Folge blieb der Grund- 
umsatz normal. 

5. Stoffwechselversuche am ausgewachsenen Hund ergaben mit 
Ausnahme einer Periode Stickstoffretentionen nach Verfiitterung von 
Jod, die am gr6Bten bei Applikationen von 2 und 4 mg pro Tag waren. 
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Esterspaltende und -synthetisierende Wirkung der aus verschieden 
ernihrten Schweinen gewonnenen Pankreaspriiparate. 


Von 


k. Bach und L. Lovas. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Path.-Anat. Instituts der kgl. ung. 
Franz-Joseph Universitat, Szeged.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1931.) 


Im Winter 1929/30 wurde in unserem Institut zu Versuchszwecken 
systematisch Pankreaslipase hergestellt. Die zur Herstellung not- 
wendigen Schweinebauchspeicheldrisen erhielten wir von dem Szegeder 
stadtischen Schlachthaus. Die Driisen wurden nach dem Verfahren 
von Willstatter und Waldschmidt-Leitz! zu einem mehblartig feinen 
Pulver verarbeitet. Der aus diesem Pankreaspulver mit der l6fachen 
Menge 87° igen Glycerins hergestellte sogenannte Rohextrakt enthielt 
im Kubikzentimeter 600 bis 1500 ,,Butyraseeinheiten® (Willstdtter wnd 
Memmen?). Im Frihjahbr 1930 befaBten wir uns abermals mit der 
Herstellung von Pankreaslipase und konnten nun die tiberraschende 
Beobachtung machen, daf die Aktivitét der aus den im Friihjahr 
verarbeiteten Driisen stammenden Praparate stets um ein bedeutendes 
(die Halfte, ein Drittel) geringer war als jene der im Winter hergestellten 
Praparate. Wir muBten daraus auf eine Verschiedenheit der zur Ver- 
arbeitung gelangten Schweine schlieBen. Auf unsere Anfrage bei dem 
Schlachthaus erhielten wir die Antwort, daB die im Winter verarbeiteten 
Driisen von Mast- (sogenannten Fett-) Schweinen, die im Friihjahr 
gelieferten hingegen von verhaltnismaBig mageren (sogenannten 
Fleisch-) Schweinen stammten. Der Zusammenhang zwischen der 
Adipositat der Schweine und dem Lipasegehalt der Bauchspeichel- 
driisen lag daher auf der Hand. Um diese unsere Annahme erharten 
zu kénnen, gingen wir daran, die Driisen magerer und fetter Schweine 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 132. 1923. 
2 Ebendaselbst 129. 1, 1923. 
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getrennt zu verarbeiten. Das Korpergewicht der mageren Schweine 
schwankte zwischen 70 und 80 kg, das der fetten zwischen 150 und 
220 kg. Meist wurden die Bauchspeicheldriixen von je fiinf mageren 
und finf fetten Schweinen gleichzeitig verarbeitet, um so einen ver- 
laBlichen Mittelwert zu erreichen. Die untenstehenden Angaben zeigen 
deutlich, daB der aus dem Pankreas der fetten Schweine gewonnene Roli- 
extrakt eine zwei- bis dreimal so groBe lipolytische Kraft aufweist als 
der Extrakt aus dem Pankreas magerer Schweine: 


Tabelle J. 





Tag der Verarbeitung Fett Mage 
: .V.. Oe | . 3 c . oS 600 bis 650 B.-E 250 bis 300 B.-EF. 
1. VE 3000 . ee Ty, 650 ., 700 B.-E. 200 , 250 B.-E. 
ie) Se re 690 . 650 B.-EF 200 . 250 B.-F. 


Nachdem wir uns tberzeugt hatten, daB die tributyrinspaltende 
Fahigkeit der aus dem Pankreas der Schweine erzeugten Glycerini- 
extrakte sich danach andert, ob das Organ eines fetten oder eines 
mageren Tieres verarbeitet worden war, wollten wir weiter untersuchen, 
ob wir in bezug auf die Fettsynthese bzw. die Esterifikation nicht 
etwa fihnliche Verhaltnisse vorfinden. Zu diesem Zwecke wurde die 
esterifizierende (synthetisierende) und die hydrolysierende (spaltende ) 
Fahigkeit der Bauchspeicheldriixen von Schweinen verschiedenen 
Irnahrungsgrades bestimm<¢. 


Die Esterhydrolyse wurde mit dem Tributyrinvertahren gepriift: Der 
zu untersuchende Rohextrakt wurde 100- bis 300fach verdiinnt und de: 
Esterasegehalt dieses verdiinnten Extraktes bestimmt. Die erhaltenen, 
in ,,Butvraseeinheiten®* ausgedriickten Werte ergaben. mit dem Grade 
der Verdiinnung multipliziert. den Butyrasegehalt des Rohextraktes. 

Zur Bestimmung der synthetischen Wirkung der Pankreaslipase bzw. 
der diesbeziiglichen Wirkungskraft von Bauchspeicheldriisen verschiedenen 
Ursprungs bedienten wir uns der Esterifikation des Tsoamylalkohols und 
der Butterséure. Eine Isoamylalkohol und Buttersaure enthaltende Mischung 
wurde mit Pankreaspulver vermengt und tmehrere Stunden hindurch in 
einem Wasserbad von 38° geschiittelt. Aus der Verminderung der Kon 
zentration der Buttersiure wurde dann auf die zu der Synthese verbrauchte 
Fettsiuremenge geschlossen: In ein mittels Gummistopfen vollstandig 
verschlieBbares dickwandiges GlasgefaB werden | ccm n-Buttersaure und 
49ccm Isoamylalkohol gebracht.  Hierauf wird unter fortwahrendem 
Schiitteln genau | g feines Pankreaspulver hinzugemengt. (Die Pankreas 
pulver wurden hier und bei den oben angefiihrten Untersuchungen stets 
aut dieselbe Weise hergestellt.) Von der so hergestellten griindlich ge- 
schiittelten Suspension werden einige Kubikzentimeter in ein Zentrifugiet 
rohrchen gebracht und nach dem Zentrifugieren 2cem der tiber dem 
Pankreaspulver angesammelten reinen Fliissigkeit mit einer n,/ 10 NaOQH 
Lésung titriert. Nun werden die das Gemenge enthaltenden ClasgefaiBe 
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in ein Wasserbad von 38° gebracht und 4 bis 12 Stunden lang geschiittelt. 
Dann werden die Proben abermals zentrifugiert und wieder je 2 ccm mit 
n/10 NaOH titriert. Aus dem Unterschied zwischen der ersten und der 
zweiten Titration kann man die zur Synthese verwendete Butterséuremenge 
bestimmen. 

In den untenstehenden Tabellen ist die auf diese Weise bestimmte 
Butterséure in Milligrammwerten angegeben. Bei den einzelnen Ver- 
suchsreihen wurden stets nur die Ergebnisse von gleichzeitig  ge- 
schiittelten Proben miteinander verglichen. Dies war wichtig, da 
durch Netzschwankungen im elektrischen Strome die Stofzah! unserer 
Schiittelapparatur nicht unwesentliche Unterschiede aufwies, die 
wieder den zeitlichen Ablauf der Estersynthese beeinfluBten. Bei 
jeder Versuchsreihe wurden mit dem bei 100° eine Stunde lang inakti- 
vierten Pamkreaspulver Kontrollen angestellt. Bei diesen Kontroll- 
versuchen war niemals eine Verminderung der Butterséurekonzentration, 
also niemals eine Estersynthese zu beobachten. 

Die Tabellen II und III geben iiber zwei Versuchsreihen AufschluB, 
in denen die tributyrinspaltende bzw. die n-Buttersiure und Amyl- 
alkohol esterifizierende Wirkung der Bauchspeicheldriisen von ver- 
schieden ernahrten Schweinen miteinander verglichen wird. 


Tabelle 11. 





Durch 1 g Pankreaspulver 





Nr Koérpergewicht Fettspaltende Wirkung in 8 Std. synthetisierte 
: von 1 cem Rohextrakt Buttersdure 
kg mg 
1 180 etwa 700 B.-E. 468.6 
3 220 . 750 B.-K. 554.4 
5 68 » 9390 B.-E. 294.8 
6 71 . 300 B.-E 323,2 
Tabelle 111. 
Durch 1 g Pankreaspulver 
‘ Koérpergewicht Fettspaltende Wirkung in 4 Std. synthetisierte 
banly von 1 cem Rohextrakt Buttersdure 
kg mg 
7 170 etwa 700 B.-F. 242.0 
8 200 . 700 B.-E. 242.0 
9 70 . 320 B.-E. 116.0 
19 72 . 300 B.-F. 92,4 


Aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen geht hervor, da die 
Tributyrin starker spaltenden Speicheldriisen auch die Bildung von 
Amylbutyrat deutlicher katalysieren. Es ist natiirlich nicht zu er- 
warten, daB das Zahlenverhaltnis zwischen der spaltenden und auf- 
bauenden Wirkung der einzelnen Pankreaspriparate stets ein gerades 
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bleibt (daB z. B. ein doppelt so stark spaltendes Praparat auch doppelt 
so stark synthetisiert). Unsere Versuchsanordnung gestattet einerseits 
wegen der Verschiedenheit des Substrats der Fermentwirkung, anderer- 
seits wegen der verschiedenen Messung der Wirksamkeit der Fermente 
bloB eine annahernde vergleichende Bestimmung, aus welcher aller- 
dings auf die Richtung der Verschiebungen sichere Schliisse gezogen 
werden diirfen. 

Unsere Ergebnisse zeigen demnach deutlich, daB durch den Glycerin 
extrakt aus einem Schweinepankreas die Fett-(Tributyrin-) Spaltung 
um so kraftiger geférdert wird, je fetter das Schwein war, dem das 
Organ entnommen wurde. Zwischen der tributyrinspaltenden und der 
esterifizierenden (amylbutyratbildenden) Wirkung zeigt sich ein voll- 
kommener Parallelismus. Das getrocknete Pankreaspulver von fetten 
Schweinen bewirkt eine starkere Synthese bzw. der aus diesem Pulve: 
hergestellte Extrakt eine starkere Spaltung als dieselbe Menge Pankreas- 
pulvers bzw. Extrakts aus mageren Tieren. 

Wir haben nun an die Méglichkeit gedacht, daB die erhéhte Lipase- 
wirkung der Pankreaspraparate aus fetten Tieren mit dem Vorhanden- 
sein eines nicht fermentartigen, aktivierenden Stoffes des Pankrea- 
zusammenhangt. 

Zur Priifung dieser Frage untersuchten wir die Wirkung von inakti- 
vierten Praparaten. Ig eines | Stunde lang auf 100° erhitzten Pankreas 
pulvers wurde einem Reaktionsgemisch, bestehend aus 1 g aktivem Pan 
kreaspulver + leem Butterséure + 49cem Isoamylalkohol hinzugefiigt 


Tabelle IV. 





Ver- Svnthetisiert a Versuchs 
such Praparat Buttersiure Aktivierung daner 
Nr. mg , Std 
| Fett Il . a ee See yee ig 8 Be: 660,0 
{ || tS I Ane Sea aes aa 385.0 | 10 
| Mager I + Fett I,inaktiviert . . . 484.0 25,7 | 
Mager I + Mager I, inaktiviert . . 402.6 4,5 
| | OS AE eee 180.4 
2 Mager II + Fett I, inaktiviert. . . 286.0 58.5 8 
||| Mager II + Mager Il, inaktiviert . . 184.3 21 | 
3 | > a ol 407.0 1 40 
“| Mager III + Fett I, inaktiviert . . 488.4 20,0 | 
| eee ae pease 569.8 
4 SS Se ey ere ee 145,2 | 8 
Mager IV + Fett II, inaktiviert . . 204,6 40,8 | 
Mager IV + Mager IV, inaktiviert . 154.0 61 
eerie ter ers O46 Kee he 189.2 
5, | 3 Se ee ee i 90,2 | 3 
| Mager V — Fett III, inaktiviert . . 154,0 70,7 | 
Mager V + Mager V, inaktiviert . 105.2 16.6 





LK ne 
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und in diesem Gemisch die Estersynthese verfolgt. Als aktives Praéparat 
wurde Pankreaspulver aus mageren Tieren verwendet. Die nétigen Kon- 
trollen wurden immer gleichzeitig geschiittelt. 

Aus der Tabelle IV ist ersichtlich, daB die inaktivierten Praparate 
aus fetten Tieren einen férdernden Einflu8 auf die fermentative Ester- 
synthese ausuben. Diese aktivierende Eigenschaft ist bei inaktivierten 
Praparaten, die aus mageren Tieren stammen, tiberhaupt nicht oder 
in ganz geringem MaBe vorhanden. 


SchluBfolgerungen. 

1. Der Lipase-(Esterase-)Gehalt des Schweinepankreas hangt vom 
Ernahrungszustande des Tieres ab. Die esterhydrolysierende und 
-synthetisierende Wirkung von Pankreaspraparaten aus fetten Schweinen 
ist bedeutend gréBer als die von mageren. 

2. Die inaktivierten Pankreaspulver aus fetten Tieren enthalten 
Stoffe, die die fermentative Esterifizierung férdern. 








Der Abbau des Caseins durch Auflésung in Resorcin und die 
Identitit der Abbauprodukte mit den durch heibes Glycerin 
gewonnenen. Der Begriff der Akropeptide. 


XI. Mitteilung zur Ermittlung der EiweiS8struktur. 
g 


Von 
A. Fodor und Sonja Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie. Hebrew University, 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1931.) 


In einer unserey letzten Mitteilungen! beschrieben wir die lsolierung 
eines im Caseinkomplex in betrachtlicher Ausbeute (17 g¢ Rohprodukt 
aus 25 g Casein) vertretenen Produktes C,, Hg, N,O,,. . 2 H,O = 913,64, 
indem wir das Casein mit Glycerin von 130 bis 150° zur Auflésung 
brachten. Die Bausteinanalyse, der Gehalt an freien Carboxyl- sowie 
Aminogruppen, an Gesamtstickstoff und ferner die Fraktionierung 
und vollstandige Analyse der mit Essigséureanhydrid erhaltenen 
Acetylprodukte und endlich die kryoskopisch ermittelten Molekular- 
gréBen des nichtacetylierten urspriinglichen Produktes und_ seiner 
acetylierten Derivate, gestatteten einen recht sicheren RickschluB auf 
die chemische Konstitution, die als ein aus den beiden Tetrapeptid- 
ketten Prolyl-pyrrolidonyl-lysyl-leucin und Prolyl-pyrrolidonyl-alanyl 
leucin in folgender Weise assoziiertes Doppeltetrapeptid aufzufassen war : 


CH,—CH, CHy-CH,-CH,-CH,-NHy yy 


OH, | ; —— ie 
2 COL CH-¢ (OH).N .CH-—CO.NH—CH—CH,—CH 


cO.N COOH CH, 


OHs 
C H—C Hy—-CH-—NH.CO—-CH-—N C(OH)—CH! 
| (4) | 
CHs COOH CH, 


C4; Hez No Ore 877.6 


1 Diese Zeitschr. 240, 123, 1931. 
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Die Pyrrolidonylgruppen sind offenbar durch RingschluB aus Glutamin- 
saureresten entstanden. Die einzelnen analytischen Daten befinden 
sich in der Tabelle I dieser Mitteilung unter Produkt D, angegeben. 
Die dazu gehérigen Elementaranalysen konnten aus  technischen 
Griinden erst nach erfolgter Mitteilung der tibrigen Befunde durch- 
vefiibrt werden. Da aber die gesamten analytischen Daten der acety- 
lierten Abkémmlinge zu unserer Verfiigung gestanden haben und die 
tekonstruktion der urspriinglichen Doppeltetrapeptidkette recht gut 
vestatteten, so trugen wir keine Bedenken, unsere Anschauungen schon 
friiher zu ver6ffentlichen. In der Tat wurden die letzteren durch die 
nachherige Elementaranalyse vollauf bestatigt. Ein geringer restlicher 
Grad der Willkiir in der Bausteinanordnung unserer Konstitutions- 
formel ist zwar noch verblieben, doch andert dieser Umstand nichts 
an den wesentlichen Momenten, auf die unsere Aufmerksamkeit sich 
gegenwartig konzentriert. Die Fragen, die uns zuniachst beschaftigten, 
waren, ob die Entstehung des Doppeltetrapeptids vom Milieu der 
Erhitzung unabhangig ist, d. h. ob beim Wechseln des ersteren wieder 
der gleiche Assoziationszustand des Produktes C,,Hg,;N,0,. gebildet 
wird oder aber eine héher assoziierte Form bzw. ob die beiden Tetra- 
peptidbestandteile nebeneinander im desassoziierten Zustande ent- 
stehen, was nach der von uns vertretenen Auffassung und Formulierung 
dieser Verbindungen durchaus im Rahmen der Méglichkeit gelegen war. 

Als einen sehr geeigneten Stoff zur Herstellung eines heiBen des- 
assoziierenden Milieus fanden wir das Resorcin. Es lést das Casein, 
sowie auch andere Proteine recht schnell und bei der relativ niedrigen 
Temperatur von 130 bis 150° vollstandig auf. Nach Ablauf der in 
unserem Belieben stehenden Erhitzungszeit, die in unseren Versuchen 
in einem Falle 3, im anderen 6 Stunden betrug, wird das Reaktions- 
gemisch in absoluten Alkohol gegossen und durch griindliches Aus- 
waschen mit diesem das sich darin sofort in fester, kristallinisch aus- 
sehender Form abscheidende Produkt vom Resorcin vollstandig befreit. 
Auf diesem Wege gelang es, aus 10g Casein 7 bis 8g des Reaktions- 
produktes abzuscheiden und dieses Rohprodukt einer Fraktionierung 
zu unterwerfen, zu welchem Zwecke es in Eisessig gelést und die Lésung 
mit Ather in Fraktionen zur Fallung gebracht wird. (Die entsprechende 
Arbeitsweise siehe im Versuchsteil dieser Mitteilung.) 

Die so erhaltenen Fraktionen erwiesen sich in ihrer molekularen 
GréBe, wie auch auf Grund unserer Anschauungen tiber die Natur ihrer 
Entstehung zu erwarten war, als von der Erhitzungszeit bei gleicher 
Temperatur abhangig, wahrend sich ihre analytische Zusammen- 
setzung in jeder Beziehung als unabhangig von der MolekulargréBe 
herausgestellt hat. Besonders beweiskraftig ist der Umstand, daB der 
Gehalt an freien Carboxylgruppen, nach der Methode von W illstdtter 
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und Waldschmidt-Leitz bestimmt, ferner an nach dem Verfahren von 
Linderstrém-Lange ermittelten freien Aminogruppen bei samtlichen 
Fraktionen der gleiche ist. Damit betrachten wir es als endgiiltig erwiesen. 
dap eine Verbindung von Polypeptidketten untereinander unter Erhéhuny 
der Molekulargrépe und ohne Anderung der analytischen Daten méglich ist 
Die letzteren bleiben gleich, ob sich das Molekulargewicht als Zeichen 
einer weiteren Assoziation aufwirts oder aber als Beweis einer Des- 
assoziation abwarts bewegt. 

Fir diese in der von uns entdeckten Art verbundenen Peptid- 
ketten schlagen wir den Namen ,,Akropeptide** vor. Wie wir in unseren 
friiheren Mitteilungen des naheren auseinandergesetzt haben, fiihren 


wir die Assoziation anf die Tautomerisierbarkeit der CO— N H-Gruppen 


in —C(OH)—N zuriick, wodurch sich zwei freie Valenzen ergeben 


die mit zwei ahnlichen in Bindung treten kénnen. Infolge der Tem- 
peraturempfindlichkeit dieser Bindungen kann ihre Lésung und damit 
auch die Desassoziation der Ketten eingeleitet werden. 

Was insbesondere das aus dem Casein durch heibes Glycerin 
erhaltene Akropeptid betriff., so méchten wir es als ein (Tetra, tetra’)- 
peptid bezeichnen. Es ist nach der Elementaranalyse von den Resorcin- 
fraktionen um zwei Wassermolekiile unterschiedlich'. Diesen kommt 
die Formel (C,, HgzN,0,.) = 877,6 als empirische Zusammensetzung zu 
Beziiglich der GréBe von n sind folgende Befunde zu erwahnen. 

Lést man das Casein bei 130 bis 150° im Resorcin auf und setzt 
die Erwarmung in diesem Temperaturintervall etwa 3 Stunden fort. 
so gelangt man zu einem Desassoziationsprodukt, das bei seiner Fraktio- 
nierung als Hauptprodukt eine Fraktion vom Molekulargewicht 1595 
ergab und daneben eine zweite Fraktion von 1300. Die erstere stimmt 
in seiner MolekulargréBe mit einem doppelten (Tetra, tetra’)-peptid 
recht gut tiberein. Erstere betriigt theoretisch 2 . 877,6, d.h. 1755,2. 
Die Differenz liegt bereits im Bereich der Fehlergrenze. Bei der zweiten 
Fraktion dagegen laBt sich die beginnende starke Desassoziation bereits 
am zu niedrigen Molekulargewicht deutlich erkennen. 

Dehnt man aber die Erhitzungszeit auf 6 Stunden aus, so ergeben 
sich mehrere Fraktionen, von denen diejenige von der Molekulargrébe 
839 die Reihe er6éffnet, worauf der Menge nach eine weitere von 666 folgt. 
und endlich entstehen mehrere Fraktionen, deren Molekulargewichte 


' Dieser Ausfall von H,O bedingt eine herabgesetzte Léslichkeit, u. a. 
auch in wasserigem Aceton, wodurch die nach der Methode von Linder 
strém-Lange gewonnenen N H,-Werte durchwegs zu niedrig sind, indem die 
Ausfillung bereits vor dem Erreichen des Maximaltiters mit Séure erfolgt. 
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zwischen 474 und 420 liegen. Wir erkennen an diesen Werten den grofen 

EinfluB der Einwirkungszeit der Temperatur auf den Assoziations- 

zustand. Die Zah| 839entspricht in guter Annaherung dem (Tetra, tetra’ )- 

peptid, wahrend die niedrigsten Werte einem molekularen Gemisch 

der beiden Komponenten des letzteren, mit dem theoretisch berechneten 
877.6 


Molekulargewicht von 438,8 entsprechen ( = ) 


Man ersieht demnach aus dieser Abhiangigkeit der jeweils pra- 
valenten Molekulargré6Ben von der Erhitzungszeit, daB der desassoziative 
Vorgang ein zeitlich meBbarer ist und in seiner Geschwindigkeit auch 
von der substantiellen Natur des Milieus beeinfluBt wird. In Glycerin 
von der gleichen Temperatur schreitet er rascher vorwarts als in Resorcin. 
Bei ersterem gelangt man nach dreistiindigem Erhitzen fast quantitativ 
zum (Tetra, tetra’)-peptid, indes man im Resorcinversuch unter den 
gleichen Bedingungen der Temperatur und der Erhitzungszeit dieses 
Produkt und seine Tetrapeptidkomponenten nebeneinander in nahezu 
gleichen Ausbeuten erhalt. Beim Glycerinversuch lieBen sich diese 
Komponenten in direkter Weise, d. h. durch bloBes Erhitzen gar nicht 
gewinnen: erst nach der Behandlung mit Essigséureanhydrid zerfallt 
hier das Erhitzungsprodukt in seine Tetrapeptidkomponenten, die man 
sudann in ihrer acetylierten Form isolieren kann. 

Das Akropeptid vom gefundenen Molekulargewicht 1595 entspricht 
einem Dia-kis-(tetra, tetra’)-peptid, dessen berechnetes Molekular- 
gewicht wie gesagt rund 1755 betragt. Das Formelbild zeigt dieses 
Assoziat innerhalb des vollstindig ausgezogenen Rahmens, indes das 
(Tetra, tetra’)-peptid gestrichelt umgrenzt ist. Das gesamte Formelbild 
zeigt ein konstruiertes Tria-kis-(tetra, tetra’)-peptid, um darzutun, auf 
welche Weise man sich den weiteren Aufbau eines solchen Akropeptids 
vorstellen darf. 

Es sei in diesem Zusammenhang noch darauf hingewiesen, dab 
wir Akropeptide bereits in der Gelatine nachweisen konnten. Allerdings 
gelang uns dort die direkte Isolierung eines solchen Koérpers nicht, da 
uns der Glycerinabbau der Gelatine ein unreines Gemisch lieferte, 
dessen Fraktionierung bisher nicht durchgefiihrt wurde. Dagegen 
erhielten wir aus diesem sowohl als auch direkt aus der Gelatine, ferner 
aus der peptonisierten Gelatine durch Behandlung mit Essigsaure- 
anhydrid Acetylkérper, die gemeinsam mit den Ergebnissen der direkten 
Fraktionierung des Peptonproduktes gedeutet, in zwingender Weise 
zur Postulierung eines in der Gelatine zu etwa 40°, vertretenen Akro- 
peptids Cy9H gNgO,3 = 743,5 fiihrten. Die wahre MolekulargréBe 
des letzteren innerhalb der Gelatine lieB sich nur schatzungsweise 
bestimmen, allein soviel konnte mit Sicherheit ermittelt werden, dab 
die niedrigste Akroform, in der dieses Produkt bei der acetylierenden 
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Desassoziation in Erscheinung tritt, einem Dia-kis-(hexa, tri)-peptid 
entspricht, tiber das in der zehnten Mitteilung! dieser Serie ausfiihr- 
licher berichtet wurde. 

Das (Tetra, tetra’)-peptid unterliegt der Spaltung durch Pan- 
kreatin (benutzt wurde das Pankreatinpriparat der Firma Parke, 
Davis*u. Co., London), sehr schwer dagegen der Pepsinspaltung. Be- 
trachten wir des naheren die in den Tabellen IT und IIL verzeichneten 
Zahlen der Pankreatinspaltung, so finden wir als Verhiltnis des Zu- 
wachses an Aminogruppen (titriert nach der Methode von Linderstrém- 
Lange) zu jenem der Carboxylgruppen (nach Wellstdtter- Waldschmidt- 
Leitz ermittelt) Werte von 1/1,60 bis 1/1,84 angegeben. Halten wir uns 
die oben angefiihrte Konstitutionsformel des mit D, bezeichneten Sub- 
strats, d. h. des durch die Glycerinspaltung gewonnenen (Tetra, tetra’)- 
peptids (vermehrt um 2 H,O) vor Augen, so finden wir, daB bei eine: 
gleichmaBigen hydrolytischen Aufspaltung samtlicher Bindungen 
zwischen den Aminosaureresten, auf vier entstehende freie Aminogruppen 
sechs entbundene Carboxyvle kommen und somit das Verhaltnis des Zu- 
wachses */,, d. h. 1/1,5 betragen muB. Die gefundenen extremen Werte 
dagegen ergeben ein Mittel von 1/1,72. Dies besagt, daB die Bildung freier 
Carboxylgruppen etwas rascher vor sich geht als jene der freien Amino- 
eruppen, d. h. angesichts unserer Strukturformel, daB die Bindung 
zwischen dem Prolinrest und dem Pyrrolidonylrest zuerst gespalten wird. 
Nur diese Bindung vermehrt bei ihrer Lésung die Menge des Carboxyls, 
ohne gleichzeitig jene der Aminogruppen zu vergr6Bern. Die Pankreatin- 
spaltung mu demzufolge endstandig, und zwar am Prolinende der 
beiden Tetrapeptidketten eingeleitet werden. Unsere Konstitutions- 
formel ist weitgehend begriindet durch die Anwesenheit einer einzigen 
freien Aminogruppe im (Tetra, tetra’)-peptid, desgleichen durch jene 
zweier freier Carboxyle und durch die Beteiligung der tautomerisierbaren 

| Diese Zeitschr. 240, 140, 1931. Eine Berichtigung der dort fehlerhaft 
gedruckten Strukturformel ist nach der folgenden vorzunehmen: 
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CO—NH-Gruppen, im Gegensatz zu den einer solchen Umwandlung 
unfahigen CO—N-Gruppen, an der Bildung des Akropeptids aus den 
Tetraketten. Willkirlich allein ist die Stellung des Prolinrestes in 
Beziehung zum Pyrrolidonylrest, indem diese beiden untereinander 
ausgetauscht werden kénnen, ohne daB die Formel mit den Tatsachen 
in Widerspruch geraten wiirde. Jede weitere Umordnung der Bau- 
steine aber miBte zundchst die Zahl der freien Aminogruppen ver- 
mehren und ferner die Briickenbildung unméglich machen. Wir sind 
somit zu unserer Behauptung berechtigt, daB die erste Spaltung zwischen 
den endstandigen Fiinfringkomplexen vor sich geht und nicht am 
Carboxylende erfolgt. 

Tabelle IV gestattet ferner einen Vergleich mit der Pankreatin- 
spaltung des Caseins selbst. Als Mittelwerte der aus den 46stiindigen 
und den 92stiindigen Werten gewonnenen Verhaltniszahlen des beider- 
seitigen Zuwachses erhalten wir hier 1/1,80, also eine vom sich bei D, 
ergebenden Durchschnitt nicht weit entfernte GréBe. Die Pankreatin- 
spaltung des Caseins mu somit ahnlicher Wege gehen wie die des 
D,-Produktes, das ja aus dem ersteren beim Glycerinabbau in etwa 
65°,iger Ausbeute entsteht. Wir erinnern hier an die groBe Symbasie 
zwischen der Spaltung einerseits der Gelatine und andererseits ihres 
Peptons, ferner Glycerinabbauproduktes durch das gleiche fermen- 
tative Agens. 

Versuche. 
1. Behandlung von Casein mit Resorcin bei 130 bis 150° 3 Stunden hindurch. 

10 g Casein (Hoffman-La Roche) wurden in 50 g Resorcin bei 130 bis 150° 
aufgelést und die Lésung 3 Stunden hindurch bei der gleichen Temperatut 
gehalten. Sodann wurde sie noch im heiSen Zustande in AlJkohol unter 
Riihren eingetragen, der sofort entstehende Niederschlag zum Absetzen 
gebracht und auf einem Jenaer Glasfilter abgesaugt. Nach dem griindlichen 
Auswaschen mit absolutem Alkohol und hernach mit Ather wurde er im 
Exsikkator tiber Schwefelséiure getrocknet (9 bis 10g). 7g von diesem 
Produkt wurden in 70 ccm Eisessig aufgelést, iiber Nacht im Fisschrank 
aufbewahrt, von einer Triibung abzentrifugiert und die klare Lésung mit 
getrocknetem Ather gefallt: Produkt D, (6,5 g). 

Produkt D, wurde in Eisessig gelést und die Lisung mehrere Tage 
hindurch im Eisschrank aufbewahrt. Nach dem Abdekantieren von einem 
kleinen Bodensatz wurde sie mit getrocknetem Ather gefillt, und zwar so 
lange, bis noch eine sirupése Fallung entstand. Von dieser wurde abdekantiert 
und der Sirup mit einem entsprechenden Gemisch von Eisessig und Ather 
gewaschen. Dekantat und Waschwasser wurden vereinigt und mit Ather 
gefallt. Der so entstandene kérnige Niederschlag wurde abgesaugt und mit 
Ather griindlich gewaschen: Produkt D’, (1,5 g). 

Hierauf wurde der sirupése Riickstand abermals der gleichen Be- 
handlung unterworfen: Lésen in Hisessig, partielle Fallung der Lésung 
mit Ather, Dekantation vom neu erhaltenen sirupésen Niederschlag und 
Fallung des wieder in Eisessig gelésten Riickstandes mit Ather zwecks 
Isolierung der kérnig ausflockenden Fraktion D‘. 
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Tabelle II. 





: Kontrolle I 
Versuch 
0 com D,-I in Phosphé 30 cem D,-Lisung Kontrolle I 
com ? ee a. Pa=5 in Phosphat py = 8 30ccm Phosphat py = + 
enthi 43 9/9 N) aiid 20,,N on ? . ( 
10 ccm Pankreatin 10°), (¢ yoo erie ®) 10 cem Pankreatin 10 


Titration nach Willstatter und Waldschmidt- Leitz 
je 3cem Lésung + Alkohol bis 50°), 


n/10 alkohol. KOH 


n10 alkohol. KOH n 10 alkohol. KOH 


Differenz Differenz Differenz 


0 Min. 1,40 _ 1,09 ~ 0,60 ‘ 

2 Std. 2,80 1,40 1,00 0,00 0.70 0.10 

‘-% 3,00 1,60 1,00 0,00 0,80 0,20 

22 =, 3,70 2.30 1,00 0,00 

46 4,00 2.60 1,00 0,00 0,80 0,20 
(Korr. 2,40) 

92 4,30 2,90 1,00 0,00 0,80 0,20 
(Korr. 2,70) 


Titration nach Linderstrom-Lange je 3ecm Lésung + Aceton bis 50° 


n/10 alkohol. HCl n 10 alkohol. HCl n/10 alkohol. HCI 


Differenz Differenz Differenz 


2,30 - 1,9 - 2,00 

3,40 1,10 2,00 0,10 2.00 0,00 

3,59 1,20 2, 0,09 2,00 0,00 

3,60 1,30 0,00 2.00 0,00 

3,80 1,50 2, 0,00 2,00 0,00 
(Korr. 1,50) 

3,90 1,60 2.00 0,00 2.00 0,00 
(Korr. 1,60) 


N H,-Zuwachs 1,60 & 
CO OH-Zuwachs 2.70 1,69” 
N Hy 1.50 1 
COOH 2,40 1,60 


92 Std.-Verhaltnis 
46 Std.-Verhaltnis 


Durch Wiederholung der gleichen Operation laBt sich aus dem sirupigen 
Anteil stets eine neue Menge des reinen, kristallinisch beschaffenen Anteil- 
darstellen, indes sich die Nebenprodukte im Sirup konzentrieren. 

Die Fraktion D’, lést sich in einem Gemisch von Alkohol und Wasse! 
(4: 1) klar auf und ebenso in nicht zu verdiinnter Salpetersiure bzw. andere 
Saéuren, was bei D’;* nicht der Fall ist; dagegen lésen sich beide sehr leicht 
in Alkali. Fiigt man zur salpetersauren Lésung von D', Millonsches Reagen-~ 
und erhitzt, so bleibt die Lésung ungetriibt und nimmt keine Rotfarbung 
an. Dagegen gibt die alkalische Lisung die Biuretreaktion recht stark. 
die alkoholisch-wasserige wieder die Ninhydrinprobe. Es verhalten sic} 
also diese Fraktionen wie das Glycerinabbauprodukt D,, von dem sie sic! 


* Das Molekulargewicht von D*‘ in Eisessig betrug 1300. N-Gehalt 
13,94 bzw. 13.85 (ohne Aschekorrektur). 
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in analytischer Hinsicht nur durch das Fehlen zweier Wassermolekiile 
unterscheiden (weitere Angaben s. Tabelle 1). 


Tabelle Ill. 





Versuch 


21cem D,-Lésung in Phosphat* py = 8 


(enthalt 0,364°/, N) 
7 cem Pankreatinsuspension 10° » 


in Phosphat* py 8 


Kontrolle | 
2leem D,-Lésung 


(enthalt 0,364° 9 N) 
7 cem Wasser 


Kontrolle II 


2leem Phosphat* py 8 


7 cem Pankreatin- 
suspension 10°, 





Titration nach Willstatter und Waldschmidt-Leit: 
je 3cem Lisung + Alkohol bis 50° 





Zeit n 10 alkohol. KOH n 10 alkohol. KOH 


n 10 alkohol. KOH 
Differenz Differenz Differenz 
0 Min. 1,30 — 0,75 — 0,63 : 
5 Tage 3,95 2,65 0.80 0,05 1.01 0,38 
(Korr. 2,22) 
10 Tage 4,24 2,94 0,80 0,05 1,06 0.43 
(Korr. 2,46) 
litration nach Linderstrom-Lange je 3 cem Lisung + Aceton bis 50 
n/10 alkohol. HCl n 10 alkohol. HCI n10 alkohol. HC! 
| *Differenz  ~—~—~—~_—dDifferenz Differenz 
0 Min. 2,30 1.80 = 1.90 
5 Tage 3,90 1,60 1,85 0.05 2.25 0.35 
(Korr. 1,20) 
10 Tage 4,20 1,99 1,85 0,05 2.35 0.45 


(Korr. 1,40) 


* 40 ccm Phosphatmischung m15 (py = 8) + 10 cem Wasser. 


NH, 1,49 1 
O Tage-Verhiliaie — tt. — 1 
190 Tage-Verhaltn COOH > 46 76 
ss ae! Ded _ NH, 120 1 
2 Tage-\ erhaltnis a y 1H 599 iad 


3g D, wurden in n/2 NaOH gelést und mit Essigséure gefallt, filtriert. 
der Niederschlag in 40 cem Phosphat m/15, pa = 8, gelést und mit Wasser 
auf 50 cem gebracht: D,-Lésung. 


3cem D,-Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 7,8 cem n/10 Saure. ent 
sprechend 0,364°, N 2,63% D,. 


Das Flockungsoptimum von D, bei der Ansauerung der alkalischen 
Lésung mit n/10 HCl betragt py = 4,60 (Casein: pu 4,62°. 


2. Der gleiche Versuch unter sechsstiindiger Erwarmung. 


Nach erfolgter Fallung der Resorcinlésung des Caseins (10g) durch 
Alkohol und sorgfaltigem Auswaschen des Niederschlags zur griindlichen 
Entfernung des Resorcins, wurden 7g des getrockneten Abbauproduktes 
in der gleichen Weise mit Eisessig behandelt wie im ersten Versuch und 
die Lésung des letzteren immer wieder mit Ather gefallt, bis der sirupése 
Anteil des Niederschlags ausgefallt wurde und das Dekantat nunmehr eine 
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Fallung von kristallinischem Habitus lieferte. Durch 6ftere Wiederholung 
der gleichen Operation wurden eine Reihe von Fraktionen isoliert: 
D’, Fr. I (1g); D, Fr. II (0,8g); D, Fr. 111/IV (1g); D, Fr. V (0.5g). Somit 
wurde etwa die halbe Gewichtsmenge des Rohproduktes in Form reiner 
Fraktionen dargestellt. Diese Ausbeuten sind allerdings sehr ungiinstig 
zu nennen, da die Aufarbeitung des Sirups mit groBen Verlusten einhergeht. 
Wenn wir die vorteilhafte Ausbeute des Glycerinabbaues an (Tetra, tetra’) 
peptid in Betracht ziehen, so gelangen wir zur Einsicht, daB der Resorcin- 
abbau keine anderen Vorteile bietet, als daB sie uns in die Lage bringt nach- 
zuweisen, daB hier die verschiedenen méglichen assoziativen Formen des 
gleichen Produktes nebeneinander gebildet werden, indes bei der anderen 
Abbaumethode lediglich das soeben erwihnte Akropeptid entsteht. 

Die zuletzt genannten Fraktionen (D’, Fr. 1 bis Fr. V) verhalten sich 
in physikalischer und chemischer Beziehung wie D’, bzw. D,. 


Tabelle IV. 





Kontrolle I 





Versuch K rolle II 
;0cem Caseinlésung in Phosphat Pu: Rg 30 eem Caseinlisung ontrolle 
(enthilt 0.405 °/ N) in Phosphat Pu =8 Socom Phosphat Py . 8 
seem feakeentin i6* (enthalt 0,405 °/9 N) 10 ccm Pankreatin 10° , 
ecm Pankreatin 0 “pagent ~— elt 
Titration nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz 
je 3cem Liésung + Alkohol bis 50 °/, 
wait n 10 alkohol. KOH n/10 alkohol. KOH n/10 alkohol. KOH 
Differenz ag ~ ‘Differenz Differenz 
0 Min. 1,30 0,90 —— 0,60 
2 Std. 2,50 1,2 0,90 0,00 0,70 0,1 
. % 2,70 1,4 0,90 0,00 0,80 0,20 
-_— «a 3,30 2.0 0,99 0,00 0,80 0,20 
46 , 3,70 2.40 0,90 0,00 0.80 0,20 
(Korr. 2,20) 
g2 | 4.00 2.70 0,90 0,00 0,80 0,20 
(Korr. 2,50) 
Titration nach Linderstrém-Lange je 3 ccm Lésang + Aceton bis 50°) 
n/10 Alkohol HCl n 10 alkohol. HCl n/10 alkohol. HCl 
; i Differenz 7) - Differenz on Ty " Differenz 
OMin. 2,59 2,10 — 2,00 
2 Std. 3.59 1,00 2,10 0,09 2,00 0,00 
S53 3,60 1,10 2,10 0,00 2,10 0,10 
3,90 1,40 2,10 0,00 2,10 0,10 
46, 4,00 1,50 2,20 0,10 2,10 0,10 
(Korr. 1,30) 
92 , 4,00 1,50 2,20 0,10 2,10 0,10 
(Korr. 1,30) 
NH 1,30 1 
92 Std.-Verhaltnis ——+— re ae 8 
COOH 2,50 1,92’ 
NH, 1,30 1 


46 Std.-Verhialtnis COOH 390 ~ 169° 








n- 
h- 
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on 
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3. Fermentversuche. 


Die fiir den Abbau des Produktes D, durch Pankreatin nétige Losung 
dieses letzteren wurde durch eine in den Tabellen II bis IV naher angegebene 
Lésung von Phosphat pu 8 hergestellt. Der Parallelversuch wurde mit 
Casein vorgenommen. Zu diesem Zwecke wurde das Casein in halbnormaler 
Lauge gelést und die Lésung nach 24stiindigem Stehen (zur Abspaltung 
der Phosphorsaure) filtriert und mit normaler Essigséure ausgefallt. Die 
Fallung wurde nach der Filtration in einer Reibschale so lange mit Wasser 
verrieben, bis das Waschwasser gegen Lackmus neutral reagierte. Sodann 
wurde sie gleichfalls in Phosphatlésung po = 8 zur Lésung gebracht, und 
zwar in der Weise, daB die Caseinlésung und die D,-Lésung nahezu die 
gleiche Carboxylaiquivalenz besaBen. 


Die Bestimmung des Wasserstoffexponenten mittels des 
Pulfrich-Photometers. 
IT. Teil?. 
Von 
Alexander Janke una Franz Sekera. 


(Aus dem Institut fiir Technische Biochemie und Mikrobiologie an de) 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1931.) 


Mit | Abbildung im Text. 


1. Die beim Arbeiten mit Spektralfiltern auftretenden Abweichungen vom 
Lambertschen Gesetz und die sich hieraus ergebenden Konsequenzen fiir 
das vorliegende Problem. 


Im ersten Teil! war ein funktioneller Zusammenhang zwischen dem 
Wasserstoffexponenten einer Lésung und dem molaren  Extinktions- 
koeffizienten eines hinzugefiigten einfarbigen Indikators bzw. des soge 
nannten maximalen Extinktionskoeffizienten entwickelt worden, wobei 
sich folgende Cleichung ergab: 

e 
Pu — PK ~ log ’ 
max ~ © 
worin bedeuten: e den molaren Extinktionskoeffizienten der Lésung 
(= mol. a) und émax den maximalen, molaren Extinktionskoeffizienten der 
Lésung ( mol. &max)- 

Dieser Ableitung lagen folgende Annahmen zugrunde: 

1. da®B der molare Extinktionskoeffizient einer weitgehend verdiinnten 
Lésung eines einfarbigen Indikators einen Ma stab fiir die ionogene Form 
abgibt ; 

2. daB der molare Extinktionskoeffizient bei maximaler Farbung 
(€max), der erhalten wird, wenn bloB die ionogene Form vorliegt, eine 
konstante GréBe ist. 

Letztere Annahme hatte die Ciiltigkeit des Lambertschen CGesetzes 
zur Voraussetzung; dieses la4Bt sich durch folgenden Ansatz ausdriicken: 


di 
ds 


! |. Teil vgl. diese Zeitschr. 213, 154, 1929. 
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worln bedeuten: 7 die 
\bsorptionskoeffizienten. 


Durch Integration erhalt 


Sekera: Bestimmung d. Wasserstoffexponenten usw. 


Intensitat 


36: 


des Lichtes, s die Schichtdicke. « den 


man iq ip .e ** (i, die Intensitaét des ein- 


fallenden, i, die Intensitat des austretenden Lichtes). 


Fiir ig = i, /e 


wird x 1, 
dem reziproken Wert jener Schichtdicke s, bei der 7, auf den e ( 


8, d.h. der Absorptionskoeffizient ist gleich 
IS)ten 


7 
mf 


Teil ihres Betrages gesunken ist. 


Ersetzt man die natiirliche logarithmische Basis (e) durch die gemeine 


(10), so ergibt sich 


; d log 

. L,- 10- + é 
zx. log zx. 0,4343 a, 

ue t.. 10 


Fi 7, i, /10 wird « l/s, d. h. der Extinktionskoeffizient ist gleich 
dem reziproken Wert jener Schichtdicke s, bei der 7, auf den zehnten Teil 


ihres Betrages geschwacht wird. 
: i 
1 a) 
log log t, — loge® 
ta 
a 
8 s 
log i, log * 
‘ mol. « . 
8.c 
H - . . . 
( Konzentration des Indikators in Molen. 
r 
Da beim Pul/rich-Photometer 7, 100 gesetzt wird, ergibt sich weite! 
2 log 7, 
< . 
8.Cc 


Der molare Extinktionskoeffizient e sollte nun definitionsgemaé® fiir ein 
und dieselbe Lésung unabhingig von der Schichtdicke s eine konstante 
GréBe sein. Falls diese Voraussetzung nicht zutrifft, kann auch von dem 
‘max des einfarbigen Indikators keine Konstanz erwartet werden. 

Bei den seinerzeitigen Versuchen mit 

; Beobachtung gemacht worden, da8 fiir die einzelnen Teile der px-i-Kurve 
Abweichungen von der Konstanz des é€max-Wertes sich ergeben, doch 
bewegten sich dieselben innerhalb relativ enger Grenzen, so daB dieselben 
als Versuchsfehler, die in der Methodik begriindet sind, gewertet wurden. 
Als jedoch das an das Bereich des p-Nitrophenols anschlieBende, starker 
saure pu-Bereich unter Verwendung von y-Dinitrophenol untersucht werden 
sollte, ergaben sich fiir das €max in den verschiedenen Teilen der px-i-Kurve 
derartig groBe Unterschiede, daB die Annahme von MeBfehlern fiir die 
Erklarung nicht mehr ausreichte. vielmehr an das Nichtzutreffen det 
theoretischen Voraussetzungen, vor allem an eine Abweichung vom Lambert- 
schen Gesetz, gedacht werden muBte. Um eine solche Abweichung experi- 
mentell feststellen zu kénnen, wurde fiir eine m/10 CoSO,-Lésung det 
Extinktionskoeffizient bestimmt, und zwar einerseits unter Verwendung 
des polychromatischen Lichtes der Stupho-Lampe und andererseits unter 
Benutzung einer Quecksilberdampflampe, die unter Vorschaltung eines 
Pikrinséure-Kupfervitriol- Didymnitrat-F liissigkeitsfilters ein nahezu mono- 
Licht der Wellenlange / 546 my lieferte. In beiden 


p-Nitrophenol war wohl die 


chromatisches 
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Fallen erfolgte die Ablesung am Pulfrich-Photometer unter Benutzung 
des Spektralfilters 8 43. Um die Beobachtung im Lichte der Hageh-Lampe 
zu erméglichen, hatte die Firma Carl Zeiss eine Vorrichtung konstruiert, die 
das von der Hageh-Lampe kommende monochromatische Strahlenbiindel in 
zwei parallele Biindel zerlegt, deren Abstand 7 em betragt und dem nimlichen 
Abstand der beiden optischen Achsen des Pulfrich-Photometers entspricht. 
Die Untersuchung wurde in Glaskiivetten durchgefiihrt, deren Langen 4,88. 
10.29 und 30,03 mm betrugen: die Resultate waren die nachfolgenden 





Kiivette, Linge Mit Hageh-Lampe Mit Stupho-Lampe 
in mm 
i ¢ t 
4,88 72,2 0.2899 59.7 0.4591 
10,29 59,35 0,2896 37,95 0.4089 
30,03 14,5 0.279 6,7 0.3909 


Driickt man nun die Differenzen der Werte fiir ¢, die man unter Ver- 
wendung der 4- und 30-mm-Kiivetten erhalten hat, in Prozenten des mit 
der 10-mm-Kiivette gewonnenen Wertes aus, so ergibt sich fiir das Hg-Licht 
eine Abweichung von 3,8 °,, fiir das Licht der Stupho-Lampe hingegen eine 
solche von 15°,. Bei Verwendung von gemischtem Licht war demnach 
die Abweichung rund viermal so groB als bei Benutzung des Hg-Lichtes. 
DaB auch im letzteren Falle eine Abweichung gefunden wurde, laBt sich 
einerseits durch MeBfehler, andererseits durch den Umstand erklairen, daB 
auch das gefilterte Licht der Hageh-Lampe nicht vollkommen monochroma 


tisch ist. 





Ahnliche Feststellungen konnte unterdessen ganz unabhangig von den 
Verfassern EH. Keve' machen, und zwar an Kaliumbichromat- und Kalium- 
permanganatlésungen unter Verwendung des durch Griinbaum modifizierten 
Kénigschen Spektralphotometers. Die Abweichungen scheinen mit dem 
S-férmigen Verlauf der Absorptionsspektralkurven in ursichlichem Zu- 
sammenhang zu stehen. Da ein ahnlicher Kurvenverlauf auch bei den 
Nitrophenolen wahrzunehmen ist*, werden die von uns mit diesen Indika- 
toren beobachteten Abweichungen verstindlich. Auch die Lichtdurch 
lassigkeitskurve des Spektralfilters diirfte an dem Zustandekommen des 
Phanoniens beteiligt sein. 


Il. Die neue Versuchsmethodik und Berechnungsgrundlage. 


Durch die erwiesene Inkonstanz des Extinktionskoeffizienten war 
auch die Annahme einer Konstanz der ¢,,,,-Werte fiir das ganze 
Wirkungsbereich des Indikators unhaltbar geworden und mit ihr auch 
die in der ersten Abhandlung angewandte Berechnungsweise. Zudem 
war damals eine Umrechnung der fiir eine Kiivette erhaltenen Werte 
auf solche anderer Laingen vorgenommen worden, was die strenge 
Giltigkeit des Lambertschen Gesetzes zur Voraussetzung hat. Ferner 


' BE. Keve, diese Zeitschr. 224, 347, 1930. 
2 J. Eisenbrand u. H.v. Halban, Zeitschr. f. physik. Chem. Abt. A, 
146, 30 —40, 101—110, 1930. 
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hatte eine vergleichende Priifung einer Anzahl Violettfilter (S 43) 
ergeben, daB diese von der Firma Carl Zeiss nachtraglich zur Ver- 
fiigung gestellten Filter wohl untereinander gut ibereinstimmten, 
daB hingegen das seinerzeit mit dem Pulfrich-Photometer gelieferte 
Filter, mit dem die Untersuchungen am p-Nitrophenol durchgefiihrt 
worden waren, ein etwas abweichendes Verhalten zeigte !. 

Aus allen diesen Griinden war eine Neuaufnahme der py-i-Kurve 
auch fiir das p-Nitrophenol nétig und muBte hierzu ein neuer Weg 
betreten werden. 

Zunachst stand von vornherein fest, daB die EKichung fiir die 
einzelnen Kiivetten verschiedener Lange gesondert vorgenommen 
werden muBte. Ferner war im Hinblick auf die Inkonstanz der e,,,,- 
Werte die Berechnung der Kurvenpunkte auf eine breitere experimen- 
telle Basis zu stellen, also die Bestimmung einer viel gréBeren Zah] 
von Kurvenpunkten vorzunehmen. In der ersten Abhandlung wurden 
jeweils aus zwei experimentell ermittelten Werten von ¢ nicht nur 
das €max, sondern auch die Konstante des Indikators berechnet. Diese 
Methode kann jedoch vor allem im Hinblick auf die Inkonstanz 
des @nax — zu bedeutenden Fehlern Veranlassung geben, da schon 
geringfiigige experimentelle Ungenauigkeiten namhafte Abweichungen 
im Kurvenverlauf bedingen. Deshalb wurde auf eine neuerliche Be- 
stimmung der Dissoziationskonstanten des Indikators verzichtet, und 
die von Michaelis und Kolthoff ermittelten Werte in Rechnung gestellt. 

Der von uns eingeschlagene Weg war demnach der nachfolgend 
geschilderte. Es wurden ungefahr zehn tiber das ganze Wirkungsbereich 
des Indikators ziemlich gleichmaBig verteilte Kurvenpunkte experi- 
mentell bestimmt, indem einerseits das pu der Puffergemische mittels 
der Wasserstoffelektrode ermittelt, andererseits die Untersuchung des 
mit dem Indikator versetzten Puffergemisches im Pulfrich-Photometer 
vorgenommen wurde. Die erhaltenen i-Werte dienten zur Berechnung 
der Werte von ¢ und é,,,, nach den Gleichungen: 

2— log #, e({H'] + K) 


€ : oe 
s.c max K 


In der pu-@max-Kurve wurde nun der graphische Fehlerausgleich 
vorgenommen. - Dies bietet den Vorteil, daB eine Korrektur der experi- 
mentell erhaltenen Werte gerade in jenem py-Bereich leicht durchfihr- 
bar ist, wo die Ablesungen am Pulfrich-Photometer am héchsten wnd 
daher am wenigsten verlaBlich sind und die py-i-Kurve die obere 
S-Kriimmung aufweist. In dem fraglichen Bezirk zeigt namlich die 


! Es sind daher nur die von den Zeiss-Werken fiir diese Verwendung 
speziell gepriiften Filter zu verwenden. 
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PH-€may-Kurve einen nahezu geradlinigen Verlauf, so daB experimentelle 
Fehler leicht zu erkennen sind und entsprechend ausgeglichen werden 
kénnen. Die durch graphischen Ausgleich verifizierte ¢,,,,-Kurve 
diente nun in Abstéinden von je 0,1 px zur Berechnung der i-Werte, 
die dann in ihrer Gesamtheit die py-i-Kurve lieferten, aus der fiir 
jeden beliebigen 7-Wert das zugehérige pa entnommen werden kann. 


Der geschilderte Vorgang wurde fiir drei verschieden lange Kiivetten 
(2.023, 3,003 und 5,002cm) gesondert vorgenommen und mit Hilfe 
der Pu-€may-Kurven fiir jeden einzelnen i-Wert der zugehérige py-Wert 
herechnet bzw. aus den py-t-Kurven abgelesen. Das Intervall der 
i-Werte wurde mit einer ganzen Einheit, bei den unter 25 liegenden 
i-Werten hingegen mit einer halben Einheit festgesetzt. 


Fiir die Untersuchung mit der 2- und 3-cm-Kiivette fiigten wir 
0.5 cem, fiir jene mit der 5-cm-Kiivette jedoch bloB 0,3 cem der Indi- 
katorlésung zu je 10 cem der Pufferlésung. Nur beim p-Nitrophenol 
wurde die mit 0,5 cem Indikatorlésung je 10 ccm versetzte Pufferlésung 
auBerdem in der 5-cm-Kiivette untersucht (Bezeichnung 5*), um im 
sauren Gebiet eine bessere Uberdeckung mit dem alkalischen Gebiet 
des y-Dinitrophenols zu erzielen. Die Starke der verwendeten Indikator- 


lésungen war die folgende: 





200 

Indikator Konzentration Gelist in k 
«-Dinitrophenol (Kahlbaum). . . m/L00 2 mol. Alkohol 3,96 
y-Dinitrophenol 2 Sag m/500 2 mol. ‘ 5,13 
p-Nitrophenol = ara m/1000 2 mol. a 6,975 
m-Nitrophenol = big m/100 2 mol. aR 8,26 


Phenolphthalein a aes m/200 10 mol. ie 


Die beiden Dinitrophenole kamen demnach in einer héheren Kon- 
zentration zur Verwendung als bei den seinerzeitigen Vorversuchen, 
und zwar das «-Dinitrophenol in fiinffach so starker, das y-Dinitro- 
phenol in doppelt so starker Konzentration als damals. Untersuchungen 
mittels zwei verschiedenen Praparaten von p-Nitrophenol (Cassella u. Co. 
sowie Kahlbaum) haben eine vollstandige Ubereinstimmung der Resul- 
tate ergeben. 


Als Pufferlésungen kamen vor allem aus Citronensdure und sekun- 
darem Natriumphosphat bereitete zur Anwendung, die ein pg-Bereich 
von ungefahr 2 bis 8 umfaBten. Solche Puffergemische sind von 
Me. Ilvaine! beschrieben und durch Slotta und Franke? — allerdings 


! J. of biol. Chem. 49, 183, 1921. 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 452—454, 1931. 
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mit abweichendem Ergebnis — tberpriift worden. Da sich bei Ver- 
wendung der von den genannten Forschern angegebenen Pufferkonzen- 
trationen (0,2 mol. sekundiérem Na-Phosphat und 0,1 mol. Citronen 
sdure) ein ziemlich erheblicher Salzfehler ergab, wurden die Konzentra- 
tionen auf die Halfte herabgesetzt. Dann erhielten wir peim p-Nitro- 
phenol die gleiche px-i-Kurve, wie bei Verwendung der Phosphatpuffer 
nach Sérensen (m/15 KH,PO,+ m/15 Na,HPO,).  Beim Phenol- 
phthalein endlich kamen Boraxpuffer (m/20 Borax + m/5 Borsiure 
bzw. m/20 Borax + m/10 NaOH) zur Verwendung. 

Bei den Kivetten, die wie jene zu 3 und 5ecm in der Lange um 
héchstens 1°/), abwichen, wurde der experimentell ermittelte Wert 
ohne Korrektur zur Berechnung verwendet; bei der 2-cm-Kiivette 
jedoch, bei der die Abweichung iiber 1°, betrug (2,023cm), muBte 
unter Zugrundelegung des jeweils ermittelten ¢,,,,-Wertes eine Um- 
rechnung auf 2cm vorgenommen werden. 

Der oben beschriebene Weg des graphischen Ausgleiches der 
€max-t-Kurve konnte nur bei den Nitrophenolen, nicht aber beim Phenol- 
phthalein betreten werden, denn letzterer Indikator zeigte eine Ab- 
hangigkeit der Dissoziationskonstanten (bzw. des Logarithmus) vom 
Wasserstoffexponenten, so daB eine Berechnung der ¢,,,,-Kurve 
undurchfiihrbar war. In diesem Falle erstreckte sich die experimentelle 
Bestimmung auf eine gréBere Anzahl von Kurvenpunkten, deren 
Fehlerausgleich an der e-Kurve vorgenommen wurde. 


III. Ermittlung der /-Werte fiir das py-Bereich von 2,5 bis 4,4. 

Indikator: «-Dinitrophenol; p3°’ = 3,96; K = 1,097 .10~*. 

Konzentration der Indikatorlésung: m/100 in 2 mol. Alkohol, her- 
gestellt durch Lésen von 0,1840g «-Dinitrophenol in 12 ccm 96°, igem 
Alkohol und Auffiillen mit destilliertem Wasser auf 100 ccm. 

Menge des Indikators: Kiivette 2 und 3cm: 0,5cem Indikator- 
losung je l0ccm Puffer; Kiivette 5em: 0.3ccm Indikatorlésung je 
10 cem Puffer. 

Filter: 8 48. 

Pufferlésung : m/10 sekundiares Na-Phosphat +- m/20 Citronensaure. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I verzeichnet, in der die experi- 
mentell ermittelten Werte durch Fettdruck hervorgehoben sind und die 
durch graphischen Ausrgleich der é,,,,-Kurve erhaltenen bzw. daraus 
berechneten Werte zwischen Klammern gesetzt erscheinen. 

Die Tabelle I] enthalt die den Ablesungen am Pulfrich-Photomete1 
in ganzen bzw. halben Teilstrichen (¢-Werte) entsprechenden px-Werte 
fiir die Schichthéhen 2, 3 und 5 cm. 
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Best. des Wasserstoffexponenten mittels des Pulfrich-Photometers. LI. 





- und pxa-Werte fiir «-Dinitrophenol. 
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370 A. Janke u. F. Sekera: 


IV. Ermittlung der ¢-Werte fiir das py-Bereich von 3.6 bis 5,6. 

Indikator: y-Dinitrophenol; p?!" = 5,13; K = 7,41. lo-®. 

Konzentration der Indikatorlisung: m/500 in 2 mol. Alkohol, her- 
gestellt durch Lésen von 0,0368 g y-Dinitrophenol in 12 cem 96°,igem 
Alkohol und Auffilllen mit destilliertem Wasser auf 100 cem. 
- Menge des Indikators: Kiivette 2 und 3cm: 0,5 ccm Indikator je 
l0cem Pufferlésung: Kiivette 5cem: 0.3 cem Indikator je 10 ccm 
Pufferlésung. 

Filter: 8 43. 

Pufferlésung : m/10 sekundares Na-Phosphat +. m/20 Citronensaure. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle III verzeichnet, in der die 
experimentell ermittelten Werte durch Fettdruck hervorgehoben sind 
und die durch graphischen Ausgleich der py-¢,,,-Kurve erhaltenen 
bzw. daraus berechneten Werte zwischen Klammern gesetzt erscheinen. 

Die Tabelle LV enthalt die den Ablesungen am Pulfrich-Photometer 
in ganzen bzw. halben Teilstrichen (i-Werte) entsprechenden px-Werte 
fiir die Schichthéhen 2, 3 und 5em. 


V. Ermittlung der é-Werte fiir das py-Bereich von 5,3 bis 7,4. 

Indikator: p-Nitrophenol; p;°’ = 6,975; K = 1,059. 1077. 

Konzentration der Indikatorlésung: m/1000 in 2 mol. Alkohol, her- 
gestellt durch Lésen von 0,0139 g p-Nitrophenol in 12 ccm 96°,igem 
Alkohol und Auffillen mit destilliertem Wasser auf 100 ccm. 

Menge des Indikators: Kiivette 2 und 3 cm sowie 5 cm(*): 0,5 cem 
Indikator je 10cem Pufferlésung; Kiivette 5em: 0,3 cem Indikator 
je 10 ccm Pufferlésung. 

Filter: § 43. 

Pufferlésungen: m/15 primares K-Phosphat 4+- m/15 sekundares 
Na-Phosphat sowie m/20 Citronensaure + m/10sekundires Na-Phosphat, 

Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle V verzeichnet, in der die 
experimentell ermittelten Werte durch Fettdruck hervorgehoben sind 
und die durch graphischen Ausgleich der pq-é,,,,-Kurve erhaltenen 
bzw. daraus berechneten Werte zwischen Klammern gesetzt erscheinen. 

Die Tabelle VI enthalt die den Ablesungen am Pulfrich-Photometer 
in ganzen bzw. halben Teilstrichen (¢-Werten) entsprechenden px- Werte 
fir die Schichthéhen 2, 3 und 5cm. Bei diesem Indikator wurde die 
stiirker tingierte Pufferlésung (0,5 ccm Indikator je 10 ccm Puffer- 
lésung) auch in der 5-cm-Kiivette untersucht (in der Tabelle VI mit 


5em* bezeichnet). 
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: 72 A. Janke u. r. Sekera: 
Tabelle IV. 
i- und pxu-Werte fiir y-Dinitrophenol. 

m sem pen i 2em m em 
J2 3.54 12 £96 4,64 1.66 
9] 3.60 1] 1.98 4.66 $65 
WwW) 53.06 1) 5.01 1.68 $70 
&Y 3,71 39 5,03 $70 1.72 
&8 3.76 3.54 3,55 38 5.06 73 1.75 
87 3.80 3.58 3,59 37 5,08 4,75 1,77 
86 3.84 3.62 3.63 36 5.11 4.77 $7) 
85 3,88 3,66 3,67 35 5,13 {80 1,82 
&4 3,92 3.69 3,70 34 5,16 1.52 t&4 
83 3,95 3,73 3,74 33 5,19 $84 $86 
82 3,99 3,76 3,77 32 5,22 4,87 1&8 
&1 4,02 3,79 3,80 31 5,26 4.89 1.91 
SO 4,05 3,02 3.83 30 5,29 1,92 1.93 
79 1.08 3,85 3,86 29 5,33 4.95 1,97 
78 1.11 3,88 3.89 28 5,36 1.97 $99 
77 4,14 3,90 8,92 27 5,40 5.00 02 
76 4.16 3,93 3.95 26 5,45 5.038 ».05 
75 1,19 3.96 3.98 25 5.50 5.06 08 
74 4,22 3,98 4.00 24.5 5,52 5.07 09 
73 4,24 4,00 4,02 24 »,55 5.09 5,11 
72 4,27 $.03 $05 23,5 5,58 5,11 5,13 
71 4.29 4.05 4,07 23 5,61 5.13 5.15 
70 1.32 £07 £.09 22.5 5.65 5,14 5.17 
69 4,34 4,10 4,12 22 5.69 5,16 5,18 
68 4,37 4,12 4,14 21,5 5,17 5,19 
67 4,39 4,14 4,16 21 5,19 5,21 
66 4,41 4,16 4,18 20,5 5,20 5,22 
65 4,44 4,18 4,20 20) 5,22 5.24 
64 4,46 4.20 4,22 19.5 5,24 5,26 
63 4,48 4,22 4,24 19 5,26 5,28 
62 4,50 4,24 4.26 18,5 5,28 5,30 
6) $52 4.26 4,28 18 5.30 5,32 
60 4,55 4,28 $30 17.5 5,32 5,34 
59 4,57 4,30 1,32 17 5,34 5,37 
58 4.59 4,32 4.34 16,5 5.36 5,39 
57 4,61 4,34 4,36 16 5,39 5,42 
56 1.63 1.36 4,38 15,5 5,41 5,44 
5D 4.66 4,38 4,40 15 5,44 5,47 
54 4,68 4,40 4,42 14,5 5,46 5,49 
53 4,70 4,42 1.44 14 5,49 5,52 
52 4,72 4,14 4,46 13,5 5,52 5.55 
51 4,75 4,46 | 4,48 13 5,55 5.59 
50 4,77 4,48 | 4.50 12,5 5.58 5,63 
19 4,79 4,50 4,52 12 5,62 5,67 
48 4,81 4,52 4,54 11,5 5,66 

11 5.7 
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A. Janke u. 


Tabelle 


Fk. Sekera: 


Vs. 


und px-Werte fiir p-Nitrophenol. 
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Best. des Wasserstoffexponenten mittels des Pulfrich-Photometers. I]. 375 


In Abb. 1 sind die py-é,,,,-Kurven fiir das p-Nitrophenol wnd 
das y-Dinitrophenol wiedergegeben (nach Messungen in der 2-cm- 
Kiivette). Der Kurvenverlauf ist fiir die untersuchten Nitro- und 
Dinitrophenole insofern ahnlich, als im Gebiet des p,-Wertes (Um- 
schlagspunkt) ein nahezu geradliniger, steiler Anstieg nach der sauren 
Seite vorliegt. Dieser Kurventeil laBt experimentelle Fehler sehr 
deutlich erkennen und wurde daher zum graphischen Fehlerausgleich 
der gemessenen i-Werte herangezogen. 





Abb. 1. 


Die Abbildung zeigt weiterhin, daB die py-é¢,,,,-Kurve des p-Nitro- 
phenols weniger steil verlauft als jene des y-Dinitrophenols (und auch 
der ibrigen Nitro- und Dinitrophenole). Wahrend die relativ geringe 


Inkonstanz der @,,4,-Werte des p-Nitrophenols in der ersten Ab- 


maxX 


handlung auf Mangel der MeBmethode zuriickgefiihrt wurde, demon- 


striert die steil verlaufende ¢,,,,-Kurve des y-Dinitrophenols die in 
der vorliegenden Mitteilung behandelten Abweichungen so deutlich, 
das die Unhaltbarkeit der dem ersten Teil dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Voraussetzungen offenkundig wurde und deshalb fiir die 
Auswertung der Messungen der oben beschriebene Weg betreten werden 


muBte. 


VI. Ermittlung der é-Werte fiir das p)»,-Bereich von 6,8 bis 8,8. 

Indikator: m-Nitrophenol; p%" = 8,26; K = 5,50. 10-%, 

Konzentration der Indikatorlésung: m/100 in 2 mol. Alkohol, her- 
gestellt durch Lésen von 0,139 g m-Nitrophenol in 12 cem 96°,igem 
Alkohol und Auffillen mit destilliertem Wasser auf 100 ccm. 

Menge des Indikators: Kiivette 2 und 3 cm: 0,5 cem Indikator je 
l0cem Pufferlésung; Kiivette 5cm: 0,3cem Indikator je 10 ccm 
Pufferlésung. 


Filter: S 43. 
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und pr-Werte fiir m-Nitrophenol. 
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378 A. Janke u. F. Sekera: 


Pufferlosungen: m/15 sekundires Na-Phosphat + m/15 primares 
K-Phosphat sowie m/20 Borax + m/5 Borsaure. 


Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle VII verzeichnet, in der 
die experimentell ermittelten Werte durch Fettdruck hervorgehoben 
sind und die durch graphischen Ausgleich der py-é,,,,-Kurve erhaltenen 
bzw. daraus berechneten Werte zwischen Klammern gesetzt  er- 
scheinen. 


Die Tabelle VIII enthalt die den Ablesungen am Pulfrich-Photo- 
meter in ganzen bzw. halben Teilstrichen (i-Werten) entsprechenden 
pu- Werte fir die Schichthéhen 2, 3 und 5em. 


VII. Ermittlung der i-Werte fiir das py-Bereich von 8,5 bis 10,0. 
Indikator: Phenolphthalein. 


Konzentration der Indikatorlésung: m/200 in 10 mol. Alkohol, her- 
gestellt durch Lésen von 0,1590 g Phenolphthalein in 60 cem 96 °,igem 
Alkohol und Auffiillen mit destilliertem Wasser auf 100 ccm. 


Menge des Indikators: Kiivette 2 und 3cm: 0,05 cem Indikator, 
je 10cem Pufferlésung; Kiivette 5cem: 0,03 cem Indikator je 10 ccm 
Pufferlésung. 


Von der Lésung dieses Indikators wird demnach bloB der zehute 
Teil jenes Volumens zugesetzt, das von den Nitrophenolen je 10 ccm 
Puffergemisch verwendet wurde. Der Grund liegt in der wesentlich 
stirkeren Farbkraft des Phenolphthaleins, dessen Stammlésung anderer- 
seits deshalb so konzentriert hergestellt wurde, um die zur Auflésung 
des Phenolphthaleins nétigen betrachtlichen Alkoholmengen auf ein 
gr6Beres Volumen der zu untersuchenden Lésung zu verteilen und so 
das Auftreten eines Alkoholfehlers zu vermeiden. 

Filter: S 53. 

Pufferlésungen: m/20 Borax + m/5 Borsaéure (pH 8,54 bis 9,09) 
sowie m/20 Borax + m/10 NaOH (pq 9,24 bis 9,91). 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle IX verzeichnet, in der 
die experimentell ermittelten Werte durch Fettdruck hervorgehoben 
sind und die durch graphischen Ausgleich der ¢-Kurve erhaltenen 
bzw. daraus berechneten Werte zwischen Klammern gesetzt  er- 
scheinen. 


Die Tabelle X enthalt die den Ablesungen am Pulfrich-Photo- 
meter in ganzen bzw. halben Teilstrichen (i-Werte) entsprechenden 
pu-Werte fiir die Schichthéhen 2, 3 und 5cm. 
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Tabelle X. 
- und pH-Werte fir Phenolphthalein. 

i 2 em 3 em 5 em i 2m 3 em yom 
&& 8,50 36 9,32 9,12 9.11 
87 8.53 35 9.34 9,14 9,12 
6 8.55 34 9.35 9.15 9,13 
RD 8,57 8.51 33 9.37 9.16 9.15 
84 8,60 8.53 8,51 32 9,39 9,18 9,16 
83 8,62 8.55 8,53 31 9,40 9,20 9,18 
82 8.64 8,56 8,55 30 9,42 9,21 9,19 
81 8,65 8,58 8,57 29 9,44 9,23 9,21 
80 8.67 8,60 8,58 28 9,46 9,24 9,22 
79 8.69 8,61 8,60 27 9,48 9,26 9,24 
78 8,71 8,63 8,61 26 9,50 9,27 9,25 
77 8,73 8,64 8,63 25 9,52 9,29 9,27 
76 8.75 8,66 8,64 24,5 9,53 9,30 9,28 
75 8,76 8,67 8.66 24 9,54 931 9,29 
74 8.78 8,68 8,67 23,5 9,55 932 9,30 
73 8,80 8,70 8,68 23 9,57 9,33 9,31 
72 8,81 8,71 8,70 22,5 9,58 9,34 9,32 
71 8,83 8,73 8,71 22 9,60 9,35 9,32 
70 8,84 8,74 8,72 21,5 9,61 9,36 9.33 
69 8,86 8,75 8,74 21 9,63 9,36 9,34 
68 8,87 8,76 8,75 20,5 9,64 9,37 9,35 
67 8,89 8,77 8,76 20 9,66 9.38 9 36 
66 8.90 8,78 8,77 19.5 9,67 9,39 9,37 
65 8,91 8,79 8,78 19 9.69 9,40 9,38 
64 8,93 8,80 8,79 18,5 9,71 9.41 9.39 
63 8,94 8,82 8,80 18 9,73 9,42 9,40 
62 8,95 8,83 8,81 17,5 9,75 9,44 9,41 
61 8.96 8,84 8,82 17 9,77 9 45 9,42 
60 8,98 8,85 8,83 15,6 9,79 9,46 9,43 
59 8,99 8,86 8.85 16 9,82 9,47 9,44 
58 9,00 8,87 8.86 15,5 9,85 9,48 9,46 
57 9,01 8,88 8,87 15 9.88 9,49 9.47 
56 9.03 8,89 8,88 14,5 9,92 9,5] 9,48 
55 9,04 8,91 8,89 14 9,96 9,62 9,49 
54 9.06 8,92 8.90 13,5 10,00 9,53 9,50 
53 9.07 8,93 8,91 13 9,55 9,52 
52 9,08 8,94 8,92 12,5 9,57 9,54 
51 9.10 8,95 8,93 12 9,58 9,55 
50 9,11 8,96 8,94 11,5 9,60 9.57 
49 9,13 8,97 8,95 11 9,62 9,59 
48 9,14 8,98 8,96 10.5 9,65 9,62 
47 9.16 8,99 8,97 10 9,67 9,64 
46 9.17 9,00 8,99 9.5 9,70 9.66 
45 9,19 9,02 9,00 9 9,73 9.69 
44 9,20 9,03 9.01 8,5 9,76 9,72 
43 9,22 9,04 9,02 8 9,79 8,75 
42 9,23 9.05 9,03 7,5 9.83 9,79 
41 9,25 9,06 9,05 7 9,86 9,82 
40 9,26 9,07 9,06 6,5 9,90 9,86 
39 9,28 9,09 9,07 6 9.95 9,90 
38 9,29 9,10 9,08 5,5 9,95 
37 9,31 9,11 9,09 5 10,00 
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VILL. Cberpriifung der j-py-Tabellen. 


Um einerseits die in den vorstehenden Abschnitten experimentell 
ermittelten bzw. graphisch gewonnenen i-py-Tabellen auf ihre Zuver- 
lassigkeit hin zu prifen, andererseits die Fehlerbreite festzustellen, 
die sich bei verschiedenen Beobachtern ergibt, wurden Mikroben- 
nahrlésungen durch Séure- bzw. Alkalizusatz auf einen bestimmten 
pu-Wert eingestellt und die mittels des Pulfrich-Photometers er 
haltenen Werte mit den elektrometrisch ermittelten verglichen. Im 
sauren Gebiet kam W6ltje-Nahrlésung zur Verwendung, wahrend die 
Czapek-Nahrlésung zur Uberpriifung sowohl des sauren als auch alkali- 
schen Reaktionsbereiches herangezogen wurde. 


W dltje-Nahrlésung : Czapek-Nahrlosung : 
10g  Asparagin 30 g Saccharose 
5 g prim. K-Phosphat 2 g Na-Nitrat 
2,5 ¢ MgSO, > H,O l g sek. K-Phosphat 
75 g Saccharose (0,56 g MgSO,.7H,O) 
1000 cem dest. Wasser 0,5 g KCI 


(0,01 g FeSQ,) 
1000 cem dest. Wasser 


Fiir den gegebenen Zweck wurde die Czapek-Nahrlésung ohne Mg und 
Fe bereitet, um die Einstellung hoher Alkalitat (iiber py 8) ohne Nieder 
schlagsbildung zu ermdéglichen. 


In der nachfolgenden Zusammenstellung der  Priifungsergebnisse 
enthalt : 


1. die erste Kolonne die durch die verschiedenen Beobachter (A, B. 
C, D) am Pulfrich-Photometer abgelesenen i-Werte, wobei die Ablesung 
zumeist unmittelbar nach Eintritt der Beobachter in die Dunkelkammer 
vorgenommen wurde, also mehr den Bediirfnissen der Praxis entsprochen 
wurde, ohne die fiir genaue Messungen empfehlenswerte Gewéhnung des 
Auges an die Dunkelheit zu beriicksichtigen. 


2. die zweite Kolonne die aus den ‘-px-Tabellen entnommenen 
pu-Werte, wobei die dritte Dezimalstelle durch Interpolation erhalten wurde. 


3. die dritte Kolonne die Abweichungen der mit dem Pulfrich-Photo 
meter ermittelten px-Werte von den elektrometrisch bestimmten. 
Indikator: «-Dinitrophenol. 


- Woltje-Nahrlésung, py (elektrom.) 3,060. 





Kiivette 3 «em Kiivette 5 em 
i Pu A py i Pu Ipu 
A 60,3 3,065 + 0,005 A 61,1 3,050 0,010 
3 60.5 3,060 - B 61,4 3,060 0,000 
C 60.7 3,055 | — 0,005 C 61,1 3,050 —0,010 


Mittel: 69,5 | 3,060 0,000 Mittel:| 61,2 3,053 0,007 
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Sekera: 


W dltje-Nahrlésung, PH (elektrom.) 4,122. 





Kiivette 3 cm 
i Pu I py 
A 13,7 4,125 | + 0,003 
B 13.8 4,120 0,002 
( 13,6 4,130 | + 0,008 
Mittel: 13,7 | 4,125 + 0,003 


Kiivette 5 ¢«m 
i PH 1 Pu 
A 14.4 4,128 | + 0,006 
B 14,6 | 4,123 | + 0,001 
( 14,6 | 4,123 | + 0,091 
Mittel: 14,5 4,125 + 0,003 


Czapek-Nahrlésung, 
Pu (elektrom.) 3,694 


Czapek-Nahrlésung, 
Pn (elektrom.) 2,880 





Kiivette 2 cm 


Kiivette 2 cm 














i PH 1 Pu i PH 1 Pu 
43.4 3,690 0,004 A 79,0 2899 + 0,010 
3 43.9 3,689 0,014 B 79.6 2.875 0.005 
43.1 3695 + 0,001 C 80.0 2860 — 0,020 
Mittel: 43,5 | 3,688 0,006 Mittel: 79.5 | 2.875 0,005 
Indikator: y-Dinitrophenol. 
Woltje-Nahrlésung, pu (elektrom.) 4,497. 
Kiivette 3 em Kiivette 5 cm 
i PH 1 Pu i PH Apu 
A 49.3 4493  — 0,004 A 50,2 4496 —0,001 
B 50,0 4,480 0,017 B 50,1 4498 + 0,001 
; 49.7 4,487 0,010 C 50.8 4,484 0,013 
D 495 4490 —0,007 
Mittel: 49,6 4,489 | — 0,008 Mittel: 50,4 | 4,493 - 0,004 
Woltje-Nahrlésung, pa (elektrom.) 5,465. 
Kiivette 3 em Ktivette 5 em 
i Pa I pa i PH 1Pu 
A 13,8 5500 + 0,035 A 15,0 5,470 + 0,005 
B 14,2 5480) + 0,015 B 149 5475 + 0,010 
C 14.2 5480 | + 0,015 Cc 154 5,455 0.010 
Mittel: 14,1 5490 + 0,025 Mittel: 15.3 5467 + 0,002 
Czapek-Nahrlésung, Czapek-Nahrlésung, 
Pu (elektrom.) 3,720 Pu (elektrom.) 5,081 
Kiivette 2.¢m Kiivette 2 ¢m 
i Pu A pu i PH 1px 
A 88,2 8,750 + 0,030 A 36.6 5,099 + 0,009 
Cc 88.8 | 3,729 0,009 C 37.5 5.070 0.011 
Mittel: 88.5 3,735 + 0,015 Mittel: 37.0 5,080 0,001 
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Indikator: p-Nitrophenol. 
W oltye -Nahrilésung, pu (elektrom.) 5,465. 
Kiivette 5 em (*) 
i Pu I py 
A 86,3 5.460 0,005 
B 87.3 5,425 0,040 
C 87,1 5,430 0.035 
Mittel: 86.9 5,440 0,025 
Q Wdéltje-Nahrlésung, pu (elektrom.) 6,190. 
Kiivette 3 cm Kiivette 5 ¢m 
i Pu A pu i Pu 1px 
A 67,5 6,180 0,010 A 68,5 | 6,180 0,010 
B 67.7 | 6,175 0,015 b 68,5 | 6,180 0,010 
Mittel: 67.6 | 6,178 0,012 Mittel:) 68,5 6,180 0,010 
Czapek-Nahrlésung, Czapek-Nahrlésung, 
pu (elektrom.) 7,246. pu (elektrom.) 6,018. 
Kiivette 2 em Kiivette 2 em 
i Pu I pu i Pu 1px 
A 30,9 7,230 0,016 A 81.9 6,030 + 0,012 
B 30,7 7,240 - 0,006 B $2.3 | 6.020 + 0,002 
C 30.6 7,245 0,001 C 82.3 | 6.020 + 0,002 
Mittel:| 30,7 | 7,240 0,006 Mittel: 82,2 | 6,023 | + 0,005 
Indikator: m-Nitrophenol. 
. Czapek-Nahrlésung, pu (elektrom.) 8,580. 
Kiivette 2 em Kiivette 3 cm Kiivette 5 em 
i Pu Apr i Pu 1px i Pu 1 py 
A 22.1 | 8,580 0,000 11,1 8,566 0,014 11,38 8.590!) + 0,010 
B 21.9 | 8585) + 0.0% || 11,2 | 8,562 0.018 11,6 8,570 0,010 
C 22.5 8560 —0,.020 106 8,589 0.090 11.5 8580 0,000 
Mittel: 22,2 8,575 0,005 11,0 8.569 0,011 11,5 8,580 6,090 
Czapek-Nahrlésung, px (elektrom.) 7,764. 
Kiivette 2 em Kiivette 3 em Kiivette 5 em 
i Pu 1px i PH 1Pu i Pu 1 pu 
A 54.8 | 7,764 0,000 | 40.9 7.774) +0,010 41,7. 7,772 0,008 
B 55,0 | 7.760 — 0,094 || 41,0 | 7,770) +0906 420 7,760 —0,04 
C 55.8 | 7.744 0,020 | 41,0 7,770 +0,006 41.5 7.770 + 0.006 
Mittel: 55,2 7,754 —0,010 | 40.7 | 7.771 +0,097 41.7 7.767 +. 9,003 
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ss4 A. Janke u. F. Sekera: 
Czapek-Nahrlosung, pu (elektrom.) 7,235. 
Kiivette 2 «em Kiivette m Kiivette 5 ¢m 
t Pu 1px i Pu I Py i Pu 1 Pu 
A 79.6 7,210 0.025 69.4 7230 —0.005 $70.4 7.215 0,020 
B 78.8 | 7,235 0.000 69.0 7240 0.095 | 70.2. 7,225 O.OLO 
( 79,8 | 7,205 0,030 69.5 7,230 —0,005 69,0 7,250 L O.O15 
D 77,7. 7,265) «+ 0,030 . 69,2 7.235 0.00) 
Mittel: 79,0 229 0.006 69,38 7,234 0,001 | 69,9 | 7,230 0,005 
Indikator: Phenolphthalein. 
Czapek-Nahrlésung, px (elektrom.) 9,226. 
Kiivette 2 ¢m Kiivette 3 cm Kiivette 5 em 
i Pu Pu i Pu 1 pu i Pu 1 Pu 
\ 423 9,228) + 0,002 284 | 9,238 + 0,012 27,4 | 9,232 0.006 
B 42,5 9,225! —0,001 29,2 | 9,228 | + 0,002 || 29,2 | 9,215 0,011 
( 42.4 9227) +0,001 28.5 | 9.235 | +0,009 | 27.4 | 9,282 + 0,006 
Mittel: 42,4 9,227 0,001 | 28,7 9,233 > + 0,007 || 28,0 9,226 0,000 
Czapek-Nahrlésung, px (elektrom.) 8,635. 
Kiivette 2 em Kiivette 3 cm Kiivette 5 ¢m 
i Pu 1 Pu i Pu | pu ’ PH 1 pu 
A 82.3 8.643 + 0,008 77.3 8.640 + 0.005 76,8 8,632 0,003 
B 82.8 8.636 0,001 77,7 8,635 0,000 76,3 | 8,637 0,002 
( 822 8646 +0.011 | 779 8630 0,005 | 77.1 8,630 0,005 
Mittel: 82.4 8642 > + 0,007 77.6 8,635 0,090 76.7 8633 — 0,002 
IX. Praktische Durehfiihrung der py,-Bestimmung mittels des Pulfrich- 
Photometers. 


Soll von irgendeiner Lésung der Wasserstoffexponent bestimmt 
werden, so muB zunichst der geeignete Indikator gewahlt werden. 
Mit Hilfe der in dieser Arbeit mitgeteilten Tabellen lassen sich unte: 
Verwendung der folgenden fiinf cinfarbigen Indikatoren die px-Werte 
innerhalb nachstehender Bereiche bestimmen. 

2.5 bis 4,4 
3,6 bis 5,6 
5,3 bis 7.4 
6,8 bis 8,8 
8,5 bis 10,0 


a2-Dinitrophenol 
y-Dinitrophenol 
p-Nitrophenol 
m-Nitrophenol 
Phenolphthalein 


Ist man itiber den Wasserstoffexponenten der Probeflissigkeit 
annahernd orientiert, so kann man ohne weiteres jenen Indikator als 
den geeigneten wihlen, dessen Umschlagspunkt (p,) dem mutmaBlichen 
pu der Lésung am nachsten liegt. 
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Besteht jedoch betreffs des py-Wertes der Probe vollstandige 
Unklarheit, so nimmt man eine orientierende Bestimmung mittels 
eines Indikatorgemisches, eines sogenannten Universalindikators, vor. 

Hat man die Wahl des geeigneten Indikators getroffen, so mub 
man sich dariiber klar werden, in welcher Schichthéhe man die Unter- 
suchung vornehmen soll, d.h. welche Kiivette bzw. welches Tauch- 
deckelgefifB man verwenden will. Hierfiir gelten folgende Richtlinien: 

1. In geringer Schichttiefe (2 eventuell 3cm) wird untersucht, wenn 
a) die Probe gefirbt oder getriibt ist: b) von derselben bloB eine geringe 
Menge zur Verfiigung steht. Voraussetzung fiir eine genaue Bestimmung 
ist dann jedoch, daB die Probefliissigkeit halbwegs gut gepuffert ist, 
so daB der Zusatz des Indikators keine Verschiebung des px bewirkt. 

2. In einer Schichttiefe von 5cm wird immer untersucht, wenn 
die Probefliissigkeit weder eine Eigenfarbe noch eine Triibung aufweist 
und in geniigender Menge zur Verfiigung steht. Infolge der geringeren 
Menge an zugesetztem Indikator reicht in diesem Falle eine mangelhafte 
Pufferung der Probe aus. Ausgesprochen schlecht gepufferte Lésungen 
jedoch, wie z. B. Wasser, miissen in einer wesentlich gréBeren Schicht- 
dicke bei weit geringeren Indikatorzusaitzen untersucht werden. Die 
hierfiir geeigneten Tabellen sollen ebenso wie jene fiir die Verwendung 
sehr geringer Schichtdicken (fiir geringe Probenmengen oder stark 
gefarbte Lésungen) in einem spateren Zeitpunkt mitgeteilt werden. 

3. In einer Schichttiefe von 5cem(*) jedoch mit der gleichen Indi- 
katormenge, wie sie beim 2- und 3-cm-Gefa Verwendung findet, wird nur 
beim p-Nitrophenol, und zwar dann gearbeitet, wenn die orientierende 
Bestimmung einen py-Wert in der Nahe von 5,6 ergeben hat. 

Um einen Anhaltspunkt betreffend der zur Untersuchung bendotigten 
Probenmenge zu bieten, seien nachstehend die fiir die einzelnen GefaBe 
gebrauchten Fliissigkeitsvolumina angefiihit: 


Schichttiefe a 2 3 dem 
Probe in der Kiivette Pak eole 8 12 20 ecem 
am TeuchdeckeleadifB ......2.2.2.2.. «OW 25 


Nunmehr miBt man die fiir die gewahlte Kiivette bzw. das gewahlte 
TauchdeckelgefaB benétigte Probenmenge genau in ein Kélbchen aus 
Quarz oder ausgedimpftem Jenaer Gerateglas ab und setzt unter Ver- 
wendung einer genau geeichten Pipette auf je 10 ccm der Probe die 
nachstehenden Mengen der betreffenden Indikatorlésung hinzu: 

in das 2+, 3- (und 5*)ecm-GefaB : 
von den Nitro- und Dinitrophenolen . . . . . . 0,5 cem 
vorn Pemotpathelem. . .. 2... tw te + 0,08 

in das 5eem-GefaB : 
von den Nitro- und Dinitrophenolen ... . . . 0,3 ccm 
WN SRS S ce kk a 
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Die Konzentration und Bereitung der Indikatorlésungen ist die 


folgende: 





Gelést ir Mit dest. 
= Finwage : ZOLUSS. oD Wasser 
Indikator 96 °/g Alkohol aufgefillt auf 

g ecm ecm 
I m/109 a@-Dinitrophenol . . . 0,1840 12 100 
2 m/500 y-Dinitrophenol .. . 0,0368 12 100 
3  m/L000 p-Nitrophenol . . . . 0,0139 12 100 
m/100 m-Nitrophenol. . . . 0,139 12 100 
5  m/200 Phenophthalein .. . 0,159 60 100 


Weist die Probe alkalische oder sehr schwach saure Reaktion auf, 
dann wird das Kélbchen vorher mit CQ,-freier Luft ausgespiilt. 

Das Gemisch von Probefliissigkeit und Indikator wird auf eine 
Temperatur von etwa 20°C gebracht und in die Kiivette eingefiillt. 
Dabei ist auf eine gute Durchmischung der Probe mit der Indikator- 
lésung streng zu achten. Bei alkalisch reagierenden Lésungen ist dem 
EinfluB der Luftkohlenséure durch méglichst rasches Manipulieren 
Rechnung zu tragen. 

Bei Verwendung der TauchdeckelgefiBe kann die Mischung der 
Probefliissigkeit mit der Indikatorlésung unmittelbar im TauchgefaiB 
vorgenommen werden, da hier eine vollstandige Auffillung der GefaBe 
nicht notwendig ist und nach dem Aufsetzen des Tauchdeckels sich 
eine gute Durchmischung durch vorsichtiges Schiitteln erzielen laBt. 

Nach diesen Vorbereitungen kann an die Messung mit dem Pulfrich- 
Photometer geschritten werden. Durch Drehen der Revolverscheibe 
wird das geeignete Spektralfilter in den Strahlengang der Stupho- 
Lampe eingeschaltet; bei Verwendung der Nitro- und Dinitrophenole 
ist dies das Violettfilter S 43, beim Phenolphthalein das Griinfilter 5 53. 
Durch Betatigung der Linsen der Stupho-Lampe und Einstellung des 
Okulars erhalt man bei Einstellung beider MeBtrommeln auf 100 zwei 
gleichmaBig beleuchtete Gesichtsfeldhalften, die durch eine feine, 
haarscharf erscheinende Linie getrennt sind. Nun bringt man die 
Kiivette, die das auf etwa 20° temperierte Gemisch von Probefliissigkeit 
und Indikator enthalt, in die Kiivettenkammer (den sogenannten 
Fliissigkeitspriifer) des Photometers bzw. stellt das TauchdeckelgefaiB 
auf den Objekttisch und setzt in die zweite Kiivettenkammer bzw. 
iiber der zweiten Strahlenéffnung am Objekttisch die Bezugsnormale 
ein. Als solche dient bei optisch leeren Fliissigkeiten, die also weder 
gefarbt noch getriibt sind, destilliertes Wasser, bei gefairbten oder 
getriibten Fliissigkeiten hingegen diese selbst, wobei man an Stelle des 
Indikators die entsprechende Menge destillierten Wassers zuzusetzen 
hat. Im letzteren Falle miissen die beiden verwendeten GefaBe die 
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gleiche Lange aufweisen. Da es schwer zu entscheiden ist, ob man 
tatsachlich eine optisch leere Fliissigkeit vor sich hat und schon eine 
sehr geringfiigige Heterogenitat betrachtliche Fehler bedingen kann, 
wenn man gegen Wasser als Bezugsnormale vergleicht, empfiehlt es 
sich, fiir genaue Messungen stets gegen die Probefliissigkeit selbst zu 
vergleichen. Man dreht nun auf der Seite der Bezugsnormale die Meb- 
tromme! soweit, bis die beiden Gesichtshalften gleiche Helligkeit auf- 
weisen. Man geht hierbei am besten derart vor, daB man sich der 
gleicher Helligkeit entsprechenden Trommelstellung von beiden Seiten 
nihert und aus den beiden Ablesungen den Durchschnitt nimmt. 
Hierauf werden Probe und Bezugsnormale vertauscht und die Ab- 
lesung an der anderen MeBtromme! in der gleichen Weise vorgenommen. 
SchlieBlich wird aus den Ablesungen an beiden Trommeln das Mittel 
gezogen. Bei diesen Manipulationen achte man stets auf die Scharfe 
der Trennungslinie zwischen den beiden Gesichtsfeldhalften, da sie 
die Genauigkeit der Ablesung betriachtlich beeinfluBt. Da die Scharf- 
einstellung der Trennungslinie vom Auge des Beobachters abhiangt, 
muB jeder einzelne Beobachter durch die Betatigung der Okular- 
schraube fiir seine individuelle Scharfeinstellung sorgen. 

Aus dem so erhaltenen 7-Wert wird unter Beriicksichtigung der 
Schichtdicke des GefiBes aus den fiir die einzelnen Indikatoren auf- 
gestellten Tabellen IT, IV, VI, VIII und X der zugehérige pxu-Wert 
abgelesen. 

Die Genauigkeit des Verfahrens erreicht unter giinstigen Be- 
dingungen, namlich bei klaren oder nur schwach gefirbten Probe- 
fliissigkeiten von einigermaBen guter Pufferung und = sorgfailtigem 
Arbeiten —- 0,01 pu. 

Zusammenfassung. 


In Fortfiihrung friiherer Untersuchungen uber die Bestimmung 
des Wasserstoffexponenten mittels des Pulfrich-Photometers (Stupho) 
unter Verwendung einfarbiger Indikatoren wurden Abweichungen 
vom Lambertschen Gesetz festgestellt, weshalb cin neuer Weg zur 
Ermittlung des funktionellen Zusammenhangs zwischen den i- und 
pu-Werten betreten werden mufte. Die Untersuchungen erstrecken 
sich auf das py-Bereich von 2,5 bis 10, fiir das unter Verwendung der 
mitgeteilten Tabellen auf einfache und rasche Weise, unter Wegfall 
jedweden Farbstandards der Wasserstoffexponent einer Probefliissig- 
keit bestimmt werden kann. Unter giinstigen Umstanden labBt sich 
eine Genauigkeit bis zu -+- 0,01 px erreichen. 





Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


IV. Teil: 
Bindungen zwischen Amylopektin und EKiwei8kérpern oder ihren 
Abkémmilingen'. 


Von 


St. J. von Przylecki und 8. Dobrowolska. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 1. Januar 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In diesem Teile wollen wir die Untersuchungen darstellen, die wir 
iiber die Bindung zwischen den Polysacchariden, und zwar zwischen 
der Starke und besonders Amylopektin und den EiweiBkérpern, sowie 
ihren Abkémmlingen ausgefiihrt haben. 

Wir versuchten erstens die Bindung in dem Falle, in dem die 
Stirke im unléslichen Zustande angewandt wurde, zu_ bestimmen. 
zweitens die Bindung zwischen dem Amylopektin und EiweiBkérpern, 
Pepton, Aminosiuren oder verwandten Kérpern (Guanidin, Asparagin, 
Kreatin, Kreatinin), endlich Harnséure und Guanin zu untersuchen. 

Wir arbeiteten wie gewoéhnlich bei verschiedenem py in sauren, 
neutralen und alkalischen Lésungen. LEinige Experimente wurden 
in alkoholischen Lésungen ausgefiihit. 


Methodik. 


Als bindende Substanz wurde die Starke .Werck (Amylum solubile) 
angewandt. In defn ersten Teile der Untersuchungen wurde sie als Sus- 
pension (1 bis 5°,) durch Zusatz zum bekannten Lésungsvolumen bereitet. 
In dem zweiten Teile bereiteten wir eine Starkelésung (2 bis 3°,), und zwar 
in folzender Weise: In einem groBen Erlenme yer-Kolben wurde eine bestimmte 
Wassermenge auf 80 bis 100°C erhitzt. In einem anderen Kolben wurde 
die Starkesuspension bereitet. Diese Suspension wurde in das erhitzte 
Wasser langsam eingegossen, die Lésung stark gemischt und dann stehen- 


1 St. v. Przylecki u. R. Majmin, diese Zeitschr. 240, 98, 1931. 
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gelassen. Diese Lésung wurde nach dem Abkiihlen auf 50° zu den Unter- 
suchungen gebraucht. Solche Starkel6sungen wurden in zweifacher Weise 
untersucht. 

In dem einen Falle wurde sie in breite und hohe Probierréhrchen von 
120 cem Inhalt gebracht. Nach 24 Stunden war der gréBte Teil der Starke 
als flockige Ausscheidung zu Boden gesunken. Die héheren Schichten 
opalisierten schwach, obwohl sie eine starke positive Jodreaktion gaben. 

In dem zweiten Falle wurden Mischungen von Starke -- N-haltige 
Substanz bereitet. Sie wurden mit Alkohol ausgefallt. 

Das px wurde mit n/10 HCl oder n/10 NaOH eingestellt. Die 
pu-Bestimmung wurde mit dem Cambridge-Potentiometer und _ einer 
H-Elektrode ausgefiihrt. 

Als EiweiBk6rper und Abkémmilinge wurde das vom Globulin befreite 
Ovalbumin oder Serumalbumin nach Sérensen, Pepton (Poulenc), Glykokoll, 
Asparagin, Guanidinum carbonicum. Kreatin, Kreatinin, Alanin, Guanin 
und Harnsaéure (Merck) angewandt. 

Die Experimente wurden auf folgende Weise ausgefiihrt : 


I. Systeme mit Stdrkesuspension. 

Zu 2 bis 5 g Starke wurden bei verschiedenem px bestimmte Volumina 
von H,O, NaOH, HCl, Glykokoll, EiweiB usw. als 0,1- bis 0,5°,ige Lésungen 
zugegeben. Die Mischung wurde 2 bis 4 Stunden geschiittelt, dann stehen- 
gelassen, um die Suspension absetzen zu lassen, dann filtriert oder de- 
kantiert. Gleichzeitig wurde eine Kontrolle bereitet. In einem bestimmten 
Teil (1 bis 10 cem) wurde N mittels Mikrokjeldahl bestimmt. 

Die Lésungen von H,SO, und NaOH zur Titration waren n/100. Die 
gebundene N-Menge wurde nach der Gleichung: N der Kontrolle (N im 
System Stirke + N-haltige Substanz) = N aus der Stirkelésung bestimmt. 

Die Menge des N aus der Starke ist sehr gering. 


II. Systeme mit der Stdrkelésung. 


a) Abtrennung durch Ausfaillung des Amylopektins. In diesem 
Falle wurde die Bindung mit dem ausgefallenen Amylopektin bestimmt. 
Wir konstatierten, daB die Trennung der Starke in zwei Teile, einen 
klaren und eine Ausfallung, besonders gut bei sauren, ein wenig lang- 
samer bei alkalischen Lésungen zu erhalten ist. Beim Erhitzen der 
Stairkelésung ist der ProzeB nicht so klar zu beobachten. Die Ver- 
langerung der Erhitzung fiihit zu Systemen, die ohne Abkihlung 
unterhalb — 5° keine Ausfallung aufweisen. 

Jeder Zusatz von Elektrolyten begiinstigt den Proze. 

Die wisserige Stairkelésung verteilt sich sehr langsam und nu 
unvollstindig. Die Verteilung mit den N-Substanzen verliuft viel 
vollstandiger und schneller. Nach 72 Stunden ist der ProzeB beendigt. 

Im Mittel betrug bei Anwendung einer 2°,igen Starkelésung bei 
PH 3,8 die Proportion klare Lésung: Ausfallung 3:1. Da wir 
gewohnlich mit 60 ccm arbeiteten, enthielt die klare Lésung 45 cem. 


die Ausfallung 15 cem. 
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Tabelle I. 


Verteilung der Starkebestandteile in den zwei Schichten, die aus einer 








1,8°.igen Starkelésung erhalten wurden. px = 3,8. 
Klare Lisung = Amylose Ausfillung = Amylopektin 
0 0; der 0 O/9 der 
) ganzen Stirke 0 ganzen Stirke 
0,608 26,1 5,28 73,9 
0,614 26,3 5,12 73,7 
0,600 25,7 5,20 14,3 
0,581 24,9 5,30 75,1 
0,597 25,6 5,12 74,4 
Mittelwerte : 
0,600 25,7 5,20 74,3 


Die Verteilung der Starke in die zwei Schichten wurde in zwei 
Richtungen untersucht. Was die Polysaccharidkonzentration betrifft, 
ersehen wir aus fiinf Experimenten (Tabelle 1), die mit der Methode 
von Willstdtter und Schudel ausgefiihit wurden, daB die klare Schicht, 
bei Anwendung einer 1,8°,igen Starkelésung, die auf py = 3,8 gebracht 
wurde, 0,6°% und die Ausfallung 5,204°, Polysaccharide enthalten. 
Die klare Lésung enthalt 25,7°, und die Ausfillung 74,3°,, der ganzen 
Starke. Die klare Lésung gibt eine starke, blaue Jodreaktion. 

Die Untersuchungen auf P!, die mit der Methode von Lohmann 
und Jendrassik ausgefiihrt wurden, zeigten, daB die klare Lésung fast 
P-frei war, die Ausfallung enthielt den ganzen P, und zwar eine 2°,ige 
Ausgangsstarkelésung 3,1 bis 3,7 mg-°%% (Tabelle IT). 


Tabelle II. 


P-Gehalt der zwei Schichten. 





Temperatur Klare Lisung Amylopektin 
Pu bei der die Sus- fad die ie HC 
Sa ae SS P in 100 cem in mg 
4.0 80° 50° 0.1 3,6 
3,5 90 90 1,0 2,75 
3,0 100 90 2,1* 2.5 


* In diesem Fall wurde die HCl 24 Std. nach der Starkebereitung zugesetzt. 


In dem klaren Teil wurden etwa 0,1 mg-°{, nachgewiesen, d. i. 
weniger als 3°. GréBere Mengen von P in dem Amyloseteil wurden 
nur in denjenigen Experimenten nachgewiesen, in denen das Ansauern 


1 Wir danken bestens Dr. A. Dmochowski fiir die ausgefitihrten Be- 
stimmungen. 
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durch HCI oder H,SO, bei noch heiBen Starkelésungen erfolgte. Diese 
Experimente zeigen klar, daB beim Ausfillen die klare Schicht fast 
nur aus Amyloselésung gebildet ist und die Ausfillung das ganze 
Amylopektin enthalt. Man kann die Dauer der Verteilung der zwei 
Schichten durch Zentrifugieren verkiirzen. Durch Dekantieren der 
klaren Lésung und durch vielmaliges Auswaschen der Ausfallung mit 
angesiuertem Wasser bekommt man Systeme, die amylosefrei sind. 
Die klare Lésung gibt keine Reaktion mit Jod mehr, sie reduziert 
nach 2 Stunden Hydrolyse nicht mehr. Die Ausfallung enthalt fast 
ausschlieBlich Amylopektin. Die Jodfarbe ist violett. 

Die Experimente, in denen die Bindung mit dem Amylopektin unter- 
sucht wurde, wurden in folgender Weise ausgefiihrt: 

Zu der bereiteten Stirkelésung (50 cem, 2 bis 3°, Starke) wurden 
verschiedene stickstoffhaltige K6érper zugesetzt (10 cem, 0,1 bis 1,5°%), 
gut gemischt und in 120 cem-Probierréhrchen stehengelassen. Gleichzeitig 
wurden zwei Kontrollen: Starke + H,O, HCl, NaOH und _ Stickstoff- 
kérper + H,O, HCl, NaOH bereitet. Nach 24, 48 und 72 Stunden Aufent 
halt bei 18° wurden aus der Oberfliche der Systeme 1 bis 20 cem der 
Fliissigkeit entnommen. Dann wurde der Rest stark geschiittelt, um den 
Inhalt vollstaéndig auszugleichen und eine neue Portion der Fliissigkeit 
abgenommen. In den Portionen wurde auch hier N bestimmt. 

Wir verglichen meistenteils die N-Konzentration in den klaren 
Schichten (K) und in der Mischung (1). In einigen Experimenten wurde 
der Inhalt nach der Entnahme der ersten Probe nicht gemischt, sondern 
vorher noch eine Portion aus dem Boden der Probierréhrchen entnommen (A ). 
Erst dann wurde der Rest gemischt. So bekamen wir die N-Konzentration 
in den drei Systemen. In einigen Experimenten wurden die Systeme in 
Zentrifugierréhrchen eingefithrt und nach zwélfstiindigem Stehen zentri- 
fugiert (3500 'Touren pro Minute). 

Diese Experimente sind mit vielen Fehlern behaftet. Sie erlauben 
aber denjenigen Teil der N-K6érper zu bestimmen, der mit dem Amylo- 
pektin, das quantitativ in der Ausfaillung anwesend ist, gebunden ist. 

Um die Bindung zu analysieren, muBten wir den Zustand, in dem 
sich die N-Koérper in den zwei Phasen befinden, priifen. In der 
klaren Schicht kann der N-Kérper frei und mit Amylose gebunden 
sein, in der Ausfallung: frei, mit dem Amylopektin und mit den kleinen 
Mengen von Amylose gebunden sein. Wir sehen, daB diese Experimente 
uns nur erlauben, qualitativ zu bestimmen, in welchem Teile der Systeme 
N angehauft ist. 

In den Fallen, in denen NK = NM oder NK ~-NM, konnen 
wir keine Schliisse iiber die Bindungsfihigkeit der N-Substanz mit 
dem Amylopektin ziehen. 


Um diese Hindernisse zu vermeiden, experimentierten wir mit den 
Starkelésungen, in denen die Amylose durch Auswaschen mit schwach 
angesiuertem Wasser (pH = 3,5 bis 4,5) total entfernt wurde. Dies wurde 
entweder durch zehnmaliges Dekantieren und Stehenlassen oder durch 
Zentrifugieren erzielt. Erst dann wurden 15 cem der Amylopektinsuspension 
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mit 45cem durch n/10 HCl oder NaOH auf verschiedene pR gebrachte 
N-Substanzlésungen gemischt und nach starkem Schiitteln 12 bis 24Stunden 
stehengelassen. Auch hier entstanden zwei Schichten, N wurde in K und M 
bestimmt. 

Wenn wir in jedem Falle die Schichten K und M vergleichen, miissen 
wir die Korrektur fiir die Mischung einfiihren, die aus der Entnahme von 
5 bis 10 cem der AK hervorgerufen war. Im Falle, in dem wir AK mit A ver- 
gleichen, treten Komplikationen durch das groBe Volumen auf, welches 
das Amylopektin einnimmt. 

Der N-Gehalt der Starkebestandteile ist sehr gering und seine Menge 
ein wenig gréBer im Amylopektin als im Amzyloseteil (Tabelle III). Der 
N-Gehalt der Starke bildet also keine Fehlerquelle bei den Bestimmungen. 


Tabelle III. 


N-Gehalt in 100 cem der zwei Schichten. 





Klare Lisung Ausfillung 
Verbrauchte H,SO, in me XN Verbrenchte H2SO4 in mg N 
cem 199 N-Lésung 


eem "i090 N-Lisung 


In Starkemischungen. 


0,2 0,28 0,25 0.35 
0,15 0,22 0,20 0,28 
0,2 0,28 0,25 0,35 
0,2 0,28 0,23 0,32 


In gewaschenem Amylopektin. 


Px 3.8 0,05 0.075 0.10 0.14 
0,05 0,075 0,10 0.14 
0,10 0,14 0,15 0,215 
0,10 0,14 O15 0,215 
px 80 0,1 0,14 0,1 0,14 
0, 0,14 0.1 0,14 
0.1 0,14 01 0,14 


Nichtsdestoweniger muB bei der N-Bestimmung der N-Gehalt der 
Starke abgezogen werden. So kénnen wir die mit dem Amylopektin ge- 
bundene N-Substanz in Prozenten wie folgt bestimmen: 

(NM — N-Starkemischung) — (N A~— N-Amzyloseteil) 100 (1) 
NM pi 

Die N-Bestimmungen, die mit dem Mikrokjeldahl ausgefiihrt waren, 
gaben eine Differenz zwischen vier Bestimmungen derselben Mischung 
die maximal 0,1 ccm, meistenteils aber 0,05 cem der verbrauchten NaOH 
entsprachen. 

Die Starkeentmischungsmethode erlaubt, quantitativ die Bindung 
zwischen Amylopektin und N-Substanzen zu bestimmen. 


b) In den Experimenten, in denen Alkohollésungen untersucht wurden, 
bereitete man eine Stérke-N-Substanzmischung, sowie zwei Kontrollen 
H,O + Starke und H,O + N-Substanz. Zu den Systemen wurde Alkohol 
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bis zu einer 50- bis 80°% igen Lésung zugesetzt. Das System wurde I bis 
4 Stunden stehengelassen, um eine gute Ausfallung zu erhalten, dann 
filtriert oder dekantiert. Aus der klaren Lésung wurden 10 bis 20 cem 
zur N-Bestimmung benutzt. 
Ergebnisse. 
I. Systeme mit Stdrkesuspension. 

Die Suspensionen, die 4 bis 10°, Starke enthielten. wurden mit dem 
gleichen Volumen von Eiwei6B, Pepton, Glykokoll und Guanidinlésungen 
2 bis 4 Stunden geschittelt, dann | bis 4 Stunden stehengelassen und filtriert 
oder dekantiert. Die Systeme waren durch HCl oder NaOQH-Zugabe auf 
verschiedene pu gebracht. Gleichzeitig wurden Kontrollen angestellt. 


Tabelie 1V. 


Untersuchungen tiber die Bindung mit der Staérkesuspension. Mittelwerte 
aus Je drei Experimenten. 





N mg in 10 cem 


ve N in der Mischung Starke + N-Substanz (N der Starke) + (N der N-Substanz) 
3,0 + Glykokoll 9.40 N-Glykokoll 9.45 
5,0 i 9,30 + a 9,30 
7,0 + “ 9,38 ‘ 9,35 
9,0 ° - * 9,40 ++ . 9.46 
3,8 + Alanin 7, + N-Alanin 7,3 
7,0 “ 7,25 + .  B 
3,8 + Guanidin 5.8 +- Guanidin 5.8 
7,8 ss 5.8 a " 5.75 
3,8 + Eiweib 4.5 + Kiweilj 4.5 
5,0 + - 4.4 - 4,45 
7,5 : - 44 + ‘ 4.45 
3.8 + Pepton 10 Pepton 98 
5.0 rs 10 3 10 
7,5 a _ 9,5 a 9.6 


In keinem Falle konnte eine Bindung nachgewiesen werden. Uberall 
war die N-Menge im System Stirke + N-Substanz gleich der Summe 
N aus Starke + N aus FiweiBgiuppe (Tabelle IV). 


ll, Syste me mit Starke ldsunge nN. 


Diejenigen Experimente, die mit dem System S + Eieralbumin 
ausgefiihrt waren, bestaitigten unsere friiheren Ergebnisse, da das 
E sich mit dem Polysaccharid bindet. Die Experimente, die bei 
pa = 7,5, 5,0 und 3,8 ausgefiihrt waren, zeigten, daB die Mengen 
des N in den héheren Schichten (K) stets kleiner sind als in dem ganzen 
System (M). Die Tabelle V zeigt, daB die Bindung von der Dauer 
des Experimentes, von der Starke- und EiweiBkonzentration und vom 
pu der Loésung abhangig ist. Bei 2°,iger Starkelésung betragt bei 
pu = 3,8 die Differenz zwischen K und M in einer 0,058 °, igen Eiweib- 


léisung, 15%, nach 24 Stunden, 23.4°, nach 48 Stunden und 25% 
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T abe lle V. 


Ovalbuminbindung. Starkemischung. Mittelwerte aus sechs Experimenten. 





—? K M Differenz 

Pu path onal Zeit in Std. N in mg Nin mg 

in 100 ecm in 100 cem mg %o 
3,8 0,015 72 1,30 ~ 225 0,95 42,2 
3,8 0,0225 72 2,01 3,37 1,36 40,4 
3.8 0,0290 72 2.86 45 1,58 36.5 
3.8 0.058 72 6,56 9,0 2.44 27,1 
3,8 0,058 24 7,65 9,0 1,35 15,0 
3,8 0,058 48 6,89 9,0 2,11 23,4 
3,8 0,058 72 6,75 9,0 2,25 25,0 
5.0 0,058 72 8,37 9.0 0,63 7,0 
7,5 0,058 72 7,65 9,0 1,35 15,0 


nach 72 Stunden. In der Zeit von 48 Stunden beobachteten wir gleich- 
zeitig eine Klarung der oberen Schichten. Nach 48 Stunden ist der 
ProzeB beendet. Es bildet sich ein Gleichgewicht N.AK/NA (Abb. 1.) 

Viel gréBere Unterschiede als zwischen NK/NM_ beobachteten 
wir, indem wir die N-Konzentration in K und A bestimmten. Hier 
betrigt der Unterschied nach 72 Stunden im Mittel 370°, (pu = 3,8). 


46 
a andl = ne 
| a %0 | 
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. ay 7 2 575 GH 45 


Zeit io Sturder 


Abb. 1. Abb. 2. 


Bei VergréBerung der S-Konzentration wachst der Unterschied 
NK/NM. Der Zuwachs ist aber nicht proportional der Starkekonzen- 
tration, sondern viel kleiner. 

Die VergréBerung der EiweiBkonzentration bewirkt eine Ver- 
minderung der Differenz, die in Prozenten berechnet wurde. Wenn 
wir aber die absolute Menge des gebundenen £ berechnen, sehen wir, 
daB bei gréBeren Mengen von E im System mehr Milligramm E£ in die 
Ausfallung tibergeht. 

Als Mittelwert unserer Untersuchungen bei px = 3,8 haben wir, 
wenn eine 0,015°%ige EiweiBlésung angewandt wurde, 0,9 bis 1,0 mg 
gebundenen N, bei einer 0,0225°% igen Lésung 1,36 mg N. Wenn eine 
0,058 °,ige Lésung untersucht war, wurden 2,31 bis 2,50mg N ge- 
bunden. Die Abb. 2 zeigt, daB bei sehr kleinen EiweiBkonzentrationen 
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Tabe lle VI. 


Ovalbuminbindung. Starkemischung. Einwirkung der Salze. Mittelwerte 
aus fiinf Experimenten in 100 cem. 





Ditferenz 


: Zugesetztes kK M 

PH Salz N in mg N in mg mg ( 

3.8 0 6.75 9,0 2,25 25,0 
0,05 n NaCl 7,17 9,0 1,83 20,5 
0,05 n Na, SO, 7.99 9,0 1,01 11,2 

75 0 7.83 9,0 1,17 13,0 
0,02 n NaCl 8.33 9.0 0,67 7,4 
0,02 n MgCl, 8.68 (5) 9.0 0,31(5) 35 


fast eine Proportionalitat zwischen der Menge des gebundenen N und 
seiner totalen Konzentration bestebt. 

Die Salze bewirken eine Verminderung der Bindung, und zwar 
besonders die Salze mit mehrwertigem Anion, z. B. Na,SO, (Ta- 
belle VI). Der Vergleich der Experimente, in denen 1. E + S pu = 3,8, 
2.H +8 + NaClpx = 3,8und3. £ + S + Na,SO, pu = 3,8, indenen 
NaClund Na, SQ, in aquivalenten Mengen (0,05 n) zugesetzt waren, zeigt, 
daB der Quotient M-K/M am gréBten im System 1 (24°,), dann im 
System 2 (20,3°,) und am kleinsten im System 3 isi (11,2°,). Bei pu, 
welches dem J. P. des Ovalbumins entspricht, sehen wir eine viel kleinere 
Differenz in diesem Quotient, so war nach 72 Stunden der Quotient 
bei einer 0,058°%,igen EiweiBstarkemischung anstatt 24°, 6 bis 8% 
(Tabelle V). 

Bei diesem py ist auch die vollstandige Trennung Amylose— Amylo- 
pektin am schwierigsten zu bewirken. 

Bei pu 7,5 sehen wir eine etwas gréBere Differenz. Auch hier 
hangt sie von der E- und S-Konzentration, von der Dauer des Experi- 
ments, sowie von der Salzanwesenheit ab. Bei diesem px hangt der 
EinfluB von der Wertigkeit des Kations ab. So ruft MgCl, bei derselben 
Aquivalentkonzentration eine stirkere Verminderung der Bindung als 
NaCl hervor. Bei einer 0,058°, igen EiweiBstarkemischung haben wir 
nach 18 bis 72 Stunden 11,5 bis 13,3, mit 0,02 n NaCl 6,1 bis 8,3°,, 
mit 0,02n MgCl, 2,1 bis 3,5°%, Bindung (Tabelle VI). Der EinfluB 
der Salze ist im alkalischen Gebiet der EiweiBkérper viel ausgepragter 
als im sauren. Aus unseren Beobachtungen sehen wir, dab die Bindung 
Amylopektin—Ovalbumin am gréBten bei px < isoelektrischen Punkt 
des Ovalbumins ist. 


In allen unseren Experimenten wurden Kontrollen mit Eiweib, 
H,O, HCl, NaOH mit und ohne Salze bei px 3,8, 5,5 und 7,5 aus- 
gefiihrt, um die Konzentration in den verschiedenen Schichten zu 
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bestimmen. Ks wurde kein Sinken der Eiweibkérper besonders bei 
pa = 3,8 und 7,5 beobachtet. Die zugesetzten Salze andern nicht 
das Bild. 

Ganz ihnliche Resultate wurden mit den Systemen erhalten, 
in denen die Amylose vollstandig entfernt wurde (Tabelle VII). 


Die gebundene Menge ist in diesem Falle viel gréBer. 


Tabelle VII. 


Ovalbuminbindung. Die Amylopektinausfallung wurde gereinigt. Mittel- 
werte aus fiinf Experimenten. Nach 24 Stunden in 100 cem. 








p Eiweib- K WV e Diftferenz 

H konzentration 7 oe © tae — “a 
3,8 0,153 13,4 22,7 9,3 4] 
5,0 0.153 20.0 997 27 12 
7,5 0,153 17,4 22,7 5,3 23.5 


Auch das Serumalbumin bindet sich mit dem Amylopektin. Der 
Quotient M—K/M ist bei derselben EiweiBkonzentration bei Serum- 
albumin ein wenig gréBer als bei Ovalbumin (Tabelle VIII). 

In einem Experiment betrug der Quotient nach 78 Stunden fin 
Ovalbumin bei 0,032°, EiweiB 32,5°, und bei 0.015%, HF 41°,, fiu 
Serumalbumin 37,5 umd 53°,, wenn das Experiment bei par = 3,5 
ausgefiihrt wurde. 

Tabelle VIII. 
Serumalbuminbindung. Starkemischung. Mittelwerte aus drei Experimenten. 
Pu = 3,8 in 100 cem. 





Eiweiti- Differenz 


konzentration A M 
0}, N in mg N in mg mg 0/9 
0,015 1,05 2,25 1,20 BE 
0,029 2,52 A) 1.98 44 


Ganz analoge Experimente wurden mit dem System Starke— 
Pepton bei verschiedenem px ausgefiihrt. Sie bestatigten nur teilweise, 
was wir von der Bindung E—S erwahnten. Erstens ist diese Bindung 
viel mehr von dem px abhangig (Tabelle IX) und zweitens ist sie 
viel kleiner als bei den Eiwei8kérpern. 

Bei pu = 3,8 findet eine Bindung statt, wo der Quotient bei 
0,1°% iger Pepton—Starkemischung 14 bis 15%, betragt. Bei py = 5,5 
fallt der Prozentsatz auf 5 bis 6%, herab. Bei px = 7,5 beobachteten 
wir keine Bindung. Im Gegenteil ist der Quotient >1. Er 
betragt 2.5 bis 3,0%. Diese Erscheinung kénnen wir durch das 
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Tabelle IX. 


Peptonbindung. Mittelwerte aus vier Experimenten 





A u Differenz 
Pu 
N in mg in 100 cer mg 
Starkemischung. 

3,5 8,53 LO 1.47 14,7 

5,5 9.44 10 0,56 5,6 

7,5 10,25 10 0,28 2,8 

Gereinigtes Amylopektin. 

3,8 74 10 2.6 26 

7.5 10.0 10 0 0 
Volumen, welches das Amylopektin einnimmt, erklaren. Die Experi- 
mente, die mit dem amylosefreien Amylopektin ausgefiihrt waren, 
zeigten aber, daB diese Differenz auch durch eine kleine Bindung des 





Peptons mit der Amylose hervorgerufen wird (Tabelle LX). 

Besondere Experimente wurden mit den Systemen Ovalbumin 
—Starke und Starke—Pepton bei py = 3,8. wobei dieselbe Starke- 
lésung gebraucht und dieselbe N-Konzentration angewandt wurde, 
ausgefihit. Sie bestatigten die groBe Differenz. Bei 0,06°, Eiweib- 
oder Peptonkonzentration erhielten wir 32,5 und 13,8°%%. 

Diese Differenzen miissen sich durch verschiedene Mengen von N, 
die vom KiweiB und Pepton stammen und sich mit dem Amylo- 
pektin binden, erklaren lassen. 

Die Untersuchungen iiber die Bindung von Guanidin—Starke und 
Guanidin—Amylopektin gaben ein positives Resultat, sowohl in sauren, 
wie alkalischen Lésungen. Sie zeigten aber, daB die Bindung leichter 
im alkalischen als im sauren Gebiet erfolgt (Tabelle X). 


«| re 


\ ry 5% 77 ~) 
{ ‘ Abb. 3 


Um alkalische Lésungen zu untersuchen, wurde das Guanidin 
mit Starke gemischt (px = 7,8 bis 8,2). In diesen Systemen betragt 
M—K/M is Mittel 9°%, bei 0,1°, Guanidin. In sauren Lésungen, 
pu = 3,8 bis 4,0, die durch HCl-Zusatz erhalten wurden, ist der Quotient 
viel kleiner, im Mittel 4,4°%. Die gebundene N-Menge hangt von 
der angewandten Guanidinkonzentration ab (Abb. 3). 


\ 
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Guanidinbindung. 


Tabelle X. 


Mittelwerte aus fiint Experimenten. 





Pu 


Alle Bemuthungen, eine Bindung zwischen Amylopektin, Glyko- 
koll oder Stairke — Glykokoll nachzuweisen, gaben 
Resultat. Die Untersuchungen tiber die Bedingungen, in denen man 
diese Bindung erwarten kénnte, zeigten, daB sie bei Anwendung unserer 
Methoden nicht 
bei denen die hohen Probierréhrchen angewandt wurden (Tabelle XI), 


kK M Differenz 
N in mg in 100 eem mg 
Starkemischung. 
8,126 8,5 0,374 
7,735 8,5 0,765 
15.50 17.0 1.50 
23.66 25.5 1.84 
32,13 34,0 1,87 
48.00 50,0 2.00 
47,75 50,0 2,25 
Gereinigtes Amylopektin. 
9,74 11,2 1,46 13 
9,18 Lie 2,02 18 


nachweisbar ist. 


wie die mit der Ausfallung der Starke mit Alkohol. 


Glykokollbindung. 


Tabelle XI. 


Mittelwerte aus vier Experimenten. 


ein negatives 





Dies zeigten sowohl die Systeme, 





Pu 


3.0 
4,0 


Die Experimente wurden bei px = 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,5 und 
9,0 ausgefihrt. 


kK M Differenz 
N in mg in 100 ccm mg 
Starkemischung. 
10,26 10 — 0,26 
10,21 10 ~ 0,21 _ 
10,25 10 — 0,25 
10,21 10 — 0,21 -- 
10,22 10 0,22 
10,21 10 — 0,21 
Amylopektin. 
10,24 10 — 0,24 
10,21 10 — 0,21 tT 
10,20 10 — 0.20 £ 
10,23 10 0,23 
Alaninbindung mit Amylopektin (3 Experimente). 

12,25 12 - 0,25 
12.24 12 0.24 
12,26 12 0,26 
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Die Experimente mit der Amylopektinausfallung bei Amylose- 
anwesenheit zeigten, daB die N-Menge in den oberen klaren Schichten 
ein wenig gr6Ber war als in der Mischung, und zwar betrug bei allen 
pu die Differenz 2 bis 7%. 

Die Differenz zwiscten NK und NA war viel gréBer. Bei py = 6,0 
wurde ein Unterschied von 30 bis 35°, konstatiert. Dieses Resultat 
stammt von der Inanspruchnahme des Volumens durch Amylopektin 
und zeigt, daB das Amylcpektin eine groBe Wasse1bindung aufweist. 


Die Untersuchungen mit Alkoholausfallung wurden in folgender 
Weise ausgefiihrt: zu 25 ccm Glykokoll, 0,1 bis 0,7°,, wurden 50 ccm 
H,O oder 50 ccm 3%ige Staérkelésung zugesetzt, 15 Minuten gemischt 
und dann soviel 96°%,iger Alkohol zugesetzt, daB man eine 50- bis 
80° ige Alkohollésung erhalt, dann wurde 15 Minuten geschiittelt. 
Nach 1 bis 4stiindigem Stehen wurde die Lésung filtriert oder dekan- 
tiert und in 10 bis 20ccm der N bestimmt. Gleichzeitig wurde der 
N der Starke untersucht. 





In allen Experimenten wurde keine Differenz zwischen N (Starke 
Glykokoll) und N-Glykckoll + N-Stairke nachgewiesen. Alle diese 
Experimente, obwohl sie bei sehr verschiedenen px ausgefiihrt waren, 
konnten keine Bindung nachweisen. Ganz ahnliche Resultate wurden 
mit dem Alanin erhalten (Tabelle X1). 
Das Asparagin bindet sich sehr schwach mit dem Amylopektin 
und nur in sauren Lésungen. Bei alkalisierten Systemen wurde keine 
Bindung nachgewiesen (‘labelle XJJ). 


Tabelle XII. 


Asparaginbindung mit Amylopektin in der Stirkemischung. Mittelwerte 
aus vier Experimenten. 





kK M Differenz 
H 
? N in mg in 100 ecm mg 9/9 
3.8 2.63 2.8 0,17 6 
5.0 2.86 2.8 — 0,06 2 
7.5 2,80 2.8 0 0 


Die Entmischungsmethode zeigte, daB das Kreatin sich in sauren 
Lésungen mit dem Amylepektin bindet. So werden bei einer 0,018 ° igen 
Kreatinlésung 5,0°%, gebunden (Tabelle XIII). 


Bei den Systemen ohne jeden Zusatz (px = 5,8), als auch bei 
Alkalisierung (px = 8,0), bindet sich das Kreatin mit dem Amylopektin 
nicht. Im Gegenteil beobachteten wir in K eine Differenz bis 2,2°,. 
Diese Differenz entsteht entweder aus einer Bindung der N-Substanz 
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mit der Amylose oder durch das groBe Volumen, das das Amylopektin 
mit dem gebundenen Wasser einnimmt. 

Die Experimente, die mit dem gereinigten Amylopektin ausgefiihrt 
wurden, bestatigten die vorherigen Resultate. 


Tabelle XIII. 


Kreatinbindung. Mittelwerte aus fiinf Experimenten. 





kK Ui Differenz 
Pu 


N in mg in 100 cem Nmg 0 


Starkemischung. 


3,8 5,7 6,0 0,3 5 
58 6.5 6.0 —- 3 5 
7,5 6,12 6.0 0,12 | a 
8.5 6,12 6,0 — 0.43 2 
Amylopektin. 
3.8 10,3 11.2 09 8 
5,8 11,2 11,2 0 0 
7,5 11,3 LZ — 0,1 l 
9,0 11,3 11,2 — 0,1 —1 


Die Erklarung werden wir nur bei der Ultrafiltrationsmethode 
finden. 

Ganz andere Resultate wurden mit dem Kreatinin erhalten (Ta- 
belle XIV). Diese Substanz bindet sich sowohl in alkalischen wie sauren 
Lésungen. Bei po = 3,8, welches durch HCl-Zusatz erhalten wurde, 
sahen wir eine Bindung von 7,2°%, bei 0,045 %iger Kreatininlésung. Bei 
alkalisch reagierenden Mischungen (px = 8,5) entspricht die Bindung 
10°. Bei px = 3,8, das dem px der Mischung ohne Saure- oder Lauge- 
zusatz entspricht, beobachteten wir fast keine Bindung bei der Unter- 
suchung der Starkelésung. In denjenigen Experimenten, die mit dem 
gereinigten Amylopektin ausgefiihrt waren, konstatierten wir auch bei 
diesem py eine Bindung (Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 


Kreatininbindung. Mittelwerte aus vier Experimenten. 





Kk M Differenz 
Pu - : 
Nin mg in 100 ccm mg 0 
Starkemischung. 
3.8 13,3 14 0,7 5 
7,0 14.14 14 0,14 1 
8.5 12,9 14 1,1 8 


Amylopektin. 
38 14,9 16 is 
8.5 14,4 16 1.6 10 











tin 


hit 
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Kinige Experimente wurden mit der Mischung Starke —Harnsaure, 
Amylopektin— Harnsaure, Starke—Guanin und Amylopektin— Guanin 
ausgefiihrt. Nur bei zwei px (3,8 und 7,5) wurden die Bestimmungen 
ausgefiihrt (Tabelle XV). Die Harnsaéure bindet sich bei keinem der 
untersuchten py. Alle Experimente zeigten, dab die N-Konzentration 
in K ein wenig gréber als im M ist. 

Dagegen bindet sich das Guanin mit dem Amylopektin in sauren 
sowie in alkalischen Lésungen. 

NK/NM entspricht einer Bindung bei px 3,8 von 3,9°, und bei 
pu = 7,5 von 5,7%. 

Tabelle XV. 
Harnsaure und Guaninbindung mit Starkemischung. Mittelwerte aus zwei 
Experimenten. 





kK Mv Differenz 
PH 4 

Nin mg in 100 cem mg 

Harnsaurebindung. 
3,8 1,12 i,1 0,02 2,1 
7,0 10,21 10 0,21 -21 
8.5 10,15 10 0,15 1,5 
Guaninbindung. 

3,8 5,22 5 0,22 4.3 
8.0 5,36 5 0,36 7.2 


Besprechung. 


1. Durch Elektrolytzusatz, besonders durch Saéurezusatz, erfolgt 
bei der auf etwa 80 bis 90° erhitzten Starkelésung eine Trennung von 
Amylose und Amylopektin. Das letztere sinkt in Form einer Ausfallung 
zu Boden. Die Ausfallung enthalt fast den totalen P-Gehalt und bildet 
etwa 33°, des Gesamtvolumens. Das Gleichgewicht der Volumina : 
klare Lésung/Ausfaillung erfolgt in hohen Réhrchen bei 18° nach 
48 Stunden. 

Der ProzeB kann durch Zentrifugieren beschleunigt werden. Die 
klare Amyloselésung enthalt etwa 25,5°%,, die Ausfaillung etwa 74,5°, 
der angewandten Starke. Die N-Verteilung zeigt ein Anhaufen der 
N-K6rper im Amylopektinteil. Die Ausfallung enthalt noch viel Amylose, 
die nur durch vielmaliges Auswaschen entfernt wird. Beim wieder- 
holten Auswaschen mit schwach angesiuertem Wasser bekommt man 
amylosefreies Amylopektin. 

2. Die Trennung der beiden Starkekomponenten ermdéglichte ein 
Ausarbeiten einer Methode, die erlaubte, die Bindung verschiedener 
Substanzen mit Amylopektin zu bestimmen. Die Fehler der Methode 
sind: die mégliche Bindung der Substanzen mit der Amylose und die 


26 * 
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Differenz der Konzentration des Lésungsmittels im Amyloseteil und 
in der Ausfillung. 

Der erste Fehler, der bei den Systemen, die mit den ganzen Starke- 
losungen ausgefiihrt waren, in Frage kommt, ist sehr groB. Man kann 

ee P Konzentration in Amylose (K) 
nur die Verhaltnisse: _. - - — 
Konzentration in Amylopektinausfallung (A) 
bestimmen. Wir kénnen drei méglichen Fallen begegnen: NK = NA, 
NK =< NA und NK >NA. Nur in dem zweiten Falle kénnen wir 
von einer Bindung Amylopektin—N-Substanz sprechen. Bei dem 
ersten kann sowohl ein Fehlen jeder Bindung statthaben, als auch die 
N-Substanz kann in demselben Prozentsatz durch die beiden Starke- 
komponenten gebunden werden. In dem dritten Falle kann die Differenz 
entweder durch die gréBere Bindung mit der Amylose oder aber auch 
durch verschiedene Konzentration des Lésungsmittels erklirt werden. 

Ein weiteres Ausarbeiten der Methode durch die totale Entfernung 
der Amylose durch Zentrifugieren oder Dekantieren mit Wasser bei 
verschiedenem px erlaubt, diese Unstimmigkeiten zu vermeiden und 
die Umwandlung der Methode in eine quantitative Technik, die die 
Bindung der N-Substanz mit Amylopektin zu bestimmen gestattet. 

3. Nicht gequollene Staike, die als Suspension angewandt wurde, 
bindet sich mit keiner der untersuchten N-haltigen Substanzen (Glykokoll, 
Alanin, Asparagin, Guanidin, Kreatin, Kreatinin, Harnsdure, Guanin, 
Pepton oder Eiweif). 

4. Die Differenz zwischen der N-Konzentration der klaren Lésung 
und der ganzen Mischung beweist, daB das Amylopektin sich mit vielen 
der untersuchten Kérper sowohl Kristalloiden: Asparagin, Guanidin, 
Kreatin, Kreatinin, Guanin, als auch Kolloiden: Pepton und Eiweib, 
verbindet. 

Keine Bindung konnte bei unseren Bedingungen fiir Glykokoll, 
Alanin und Harnsiure nachgewiesen werden. 

Die Bindung haingt von der Konzentration der N-Substanz und 
des Amylopektins, vom px und der chemischen Natur des N-K6rpers ab. 

Meistensteils beobachteten wir (Abb. 4 und 5) ein Minimum der 
Bindung bei pa 5,0 bis 6,0. Dies wurde fiir EiweiB und Kreatinin 
konstatiert, und zwar wurde beim EiweifB bei pa = 5,0 eine kleine 
Bindung nachgewiesen, beim Kreatinin keine. Fiir diese zwei Koérper 
wachst die Bindung beim Ubergang zu pu, die niedriger oder héher 
sind. Beim FiweiB ist die Bindung bei sauren Lésungen ein wenig 
gréBer als bei alkalischen, beim Kreatinin ist das Gegenteil ermittelt 
worden. 

Das Guanin und Guanidin wurden bei pu = 5,0 bis 6,0 nicht 
untersucht, bei py = 3,8 und 8,0 verhalten sie sich ahnlich dem Kreatinin. 
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Das Asparagin, Kreatin und Pepton verbinden sich nur bei saure1 
Reaktion. In alkalischen Lésungen erfolgt keine Bindung. Das Pepton 
verbindet sich noch bei pa = 5,5, wenn auch in viel kleinerer Menge 
als im sauren Gebiet. Bei py = 8,0 ist das Kreatin und das Pepton in 
dem Amyloseteil nur wenig konzentriert. 

5. Die Systeme, in welchen die Amylose vollstandig oder fast 
volilstandig entfernt wurde, bestatigten im ganzen die beschriebenen 
Ergebnisse. Auch hier beobachteten wir keine Bindfing des Amylo- 
pektins an das Glykokoll, 
Alanin und die Harnsiure 
Nur in sauren Lésungen wird 
das Kreatin und das Pepton 
gebunden. Die anderen unter- 
suchten N-Substanzen  ver- 
binden sich sowohl in sauren 
wie alkalischen Lésungen 











Abb. 4. Abb. 5 


6. Was fiir Krafte beteiligen sich bei der Bindung Amylopektin 
N-Substanz? Wir wollen mit den Kristalloiden anfangen. Es gibt 
viele Méglichkeiten, und zwar: heteropolare Bindung zwischen P—N, 
Koordinationsbindungen, Assoziationen. Die homeopolare Bindung ist 
wenig plausibel. 
Fiir die Kristalloide wollen wir einige Argumente fiir die mégliche 
heteropolare Bindung anfiihren. 
Wir nehmen mit vielen anderen Autoren (Pawli!, Samec*) an, 
daB die Bindung zwischen dem Amylopektin und den N-Substanzen 


1 Wo. Pauli u. Valké, Elektrochemie der Kolloide. Wien 1929. 
* Samec, Kolloidchemie der Starke. Dresden u. Leipzig 1927 
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durch die freien Valenzen des Phosphorséureesters des Amylopektins 
und den basischen N-Gruppen der N-Substanzen statthaben. 

Die Analyse des P zeigte, daB diese Substanz in 100 cem Aus- 
fallung bei 2°, Starke in kleinen Grenzen variiert, und zwar zwischen 
3,5 und 3,7 mg. Wieviel N H,-Gruppen kann der in unseren Experimenten 
anwesende P maximal binden? Die 15 ccm der Ausfallung enthalten 

0,5 bis 0,6 mg P, und wenn wir im P-Ester des Amylopektins nur 
ein freies, durch Kationen ersetzbares H annehmen, so kann der an- 
wesende P- Ester eine Menge von N Hg, die 2 cem n/100 Lésung entspricht, 
binden und 10 cem der Mischung ?/, = 0,3 ccm n/100. 

Selbstverstandlich ist das eine theoretische Zahl, da ein Teil von P 
belegt sein kann. In jedem Falle liegt die theoretisch mégliche Bindung 
auBerhalb der Fehlergrenze der N-Bestimmung (0,1 cem n/100). 

Ein Molekiil des Amylopektins enthalt, wenn wir die Zahlen von 
Samec annehmen, 4 bis 5 Atome P. 

Nach diesen Besprechungen kénnen wir zu den experimentellen 
Ergebnissen iibergehen, und wir kénnen versuchen, die Differenzen 
zwischen dem Verhalten der verschiedenen Kristalloide zu erklaren. 

Wir wollen mit der Harnsiure anfangen. Diese Substanz ist bei 
allen px als ein Anion mehr oder weniger dissoziiert. Es gibt keine 
Gruppe, die eine Bindung ermdglicht, keine Bindung wurde nach- 
gewiesen. 

Das Guanidin enthalt keine negative Gruppe. Es reagiert alkalisch 
und kann als Base angesehen werden. Es ist verstandlich, daB dieser 
K6érper mit dem Amylopektin in eine heteropolare Bindung eintreten 
kann. Diese Bindung hangt vom pq des Milieus ab. In alkalischen 
Lésungen, besonders wenn das px durch die basischen Gruppen des 
Guanidins selbst hervorgerufen ist, kann eine Bindung entstehen, da 
hier die PS E des Amylopektins stark dissoziiert ist. In sauren Lésungen 
habeh wir eine gr6éBere Dissoziation der NH,-Gruppen. 

Bei kleinen Mengen stark dissoziierter Saure kommt es zur Bindung 
NH, + HOP, bei gréBerer Ansiuerung (z. B. bei pu< 2) gibt es 
schon keine Bindung mehr. 

Bei pu 7,5 bis 8,0 entspricht die Bindung 9°, des anwesenden 
Guanidins (0,15°). Wieviel Prozent des anwesenden P wird in solchem 
System gebunden? Wir nehmen stets an, daB nur eine Valenz des 
P-Esters in Bindung eintritt. Da wir mit 10 ccm, d. i. !/, des Systems, 
arbeiteten, kann der anwesende P-Ester im Maximum eine Menge, 
die 0,3 bis 0,4 cem n/100 NaOH entspricht, binden. Wir konstatierten 
eine Differenz. die bei verschiedenen Guanidinkonzentrationen auf 
0,2 bis 1,2 cem n/100 NaOH entspricht. Da jedes Molekiil des Gua- 
nidins 3 N-Atome enthalt und 1 N sich mit dem P bindet, entspricht 
die wahre Differenz 0,2/3 bis 1,2/3, also 0,07 bis 0,4 ccm. 

















ee) 
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Wir kénnen also bei einer 0,15°%igen Guanidinkonzentration 
annehmen, daB etwa 50%, des P mit dem Guanidin verbunden werden, 
mit einem Molekiil des Amylopektins sind also 2 bis 3 Molekiile des 
(Guanidins verbunden. Das ganze Amylopektin ware in Form von 
Amylopektinbiguanat anwesend. 

Beisaurer Reaktion ist eine Bindung von | bis 2 Guanidinen mit einem 
\mylopektin bei derselben Guanidinkonzentration festgestellt worden. 

Die Menge des P-Esters, die sich bindet, haingt von der Kon- 
zentration des Guanidins ab. Je konzentriertere Lésungen von Guanidin 
angewandt wurden, desto mehr P geht in Bindung. 

Obwohl wir mit 1°,igen Guanidinlésungen arbeiteten, bei denen 
die Anderung der Konzentration schon keine Anderung in der Bindung 
hervorruft, konnten wir bei po = 7,8 keinen Nachweis der Bindung 
einer P-Estergruppe mit zwei Guanidinen nachweisen. Die maximale 
Differenz betrug 1,2/3 =0,4cem. Bei mehr alkalischen Lésungen 
bekommt man bei gié8eren Guanidinkonzentrationen Systeme, bei 
denen zwei P-Estervalenzen an das Guanidin gebunden sind (Tabelle X). 

Es ist wahrscheinlich, daB man Mischungen, die sowohl freies 
Amylopektin mit Amylopektinmoncguanat enthalten (bei kleinen 
Guanidinkonzentrationen), als auch solche, die nur Tetra- oder Penta- 
guanate enthalten, wo also alle P-Gruppen gebunden sind, bereiten kann. 

Diese Experimente zeigen gleichzeitig, daB der ganze P des Amylo- 
pektins mit den N-Substanzen in Bindung treten kann. Die P-Reste 
sind auf dem Amylopektinmolekiil strukturell so verteilt, daB ihre ganze 
Menge bei alkalischer Reaktion sich mit Basen, ohne irgendeine 
Spaltung des Molekiils hervorzurufen, binden kann. Ganz analog 
erklaren wir die Bindung Amylopektin—Guanin. Das Aminopurin 
ist als Base an den P-Ester gebunden. 

Was die Bindung Amylopektin--Kreatinin anbetrifft, so sehen 
wir ein ganz gleiches Verhalten bei pu = 3.8 und 8,8 und geben eine 
ahnliche Erklarung wie fiir das Guanidin. 

In sauren Lésungen ist die Bindung ausgepragter als in alkalischen. 
In alkalischen Lésungen tritt ein teilweises Ubergehen von Kreatinin 
in Kreatin, welches mit dem Amylopektin bei diesem pg bindungs- 
unfahig ist, ein. 

Bei pu 3,8 und 0,045°, Kreatinin betragt die Differenz M—K =0,8, 
0.8/3= 0,27 cem n/100 NaOH. Mehr als 50%, des P-Esters sind gebunden 
Ein vollstandiges Fehlen der Differenz K/M wurde bei px = 7,0 beob- 
achtet. Die Untersuchungen, die mit dem amylosefreien Amylopektin 
ausgefiihrt wurden, zeigten, daB auch bei diesem py eine Bindung 
stattfindet. Sie ist bei den Systemen Amylose/Amylopektin wahr- 
scheinlich durch die Bindung des Kreatinins mit der Amylose vor- 
getauscht. 
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Das Kreatin, das vom Kreatinin durch die Anwesenheit von 
NH,- und COOH-Gruppen sich unterscheidet, verhalt sich, was die 
Bindung mit dem Amylopektin betrifft, ganz anders. 

Es wurde eine Bindung bei saurer Reaktion konstatiert ; sie wurde 
aber nicht nachgewiesen, wenn wir zu neutralen oder alkalischen 
Lésungen tibergehen. Diese Differenz kénnen wir uns nur durch die 
Anwesenheit von COOH erklaéren. Diese Gruppe tragt eine gleich- 
namige Ladung wie das Amylopektin. Bei pa < 5 wirkt die COOH- 
Gruppe schwach, da es sehr wenig dissoziiert (oder teilweise als Salz) ist. 
Es existieren keine Hindernisse zur Bindung Amylopektin—Kreatin. 
Nur bei alkalischen Lésungen, bei denen die Dissoziation der COOH- 
Gruppen groB ist und diejenige von NH, schwach, beobachtet man 
den EinfluB von COOH. 

Beim Glykokoll und Alanin beobachtet man eine kleine Kon- 
zentration dieser Stoffe in dem Amyloseteil. Die Differenz ist bei 
allen pa dieselbe, und zwar auch bei Anwendung verschiedener Glykokoll- 
konzentrationen. Es gibt kein Argument fiir die Bindung dieser Amino- 
siuren auch bei sauren Lésungen in den Systemen Starke —Glykokol! 
oder Starke— Alanin. 

Wenn wir die mit der Entmischungsmethode erhaltenen Resultate 
zusammenstellen, kommen wir zu den folgenden SchluBfolgerungen: 

a) Die Bindung zwischen N-Substanz—Amylopektin hangt von 
der Reaktion der Lésung und der Konstitution der N-Substanz ab. 
Je mehr alkalische Gruppen und je starker die Substanz als Base 
fungiert, um so leichter erfolgt die Bindung. 

Jede saure Gruppe, besonders in alkalischen Lésungen, bewirkt 
ein Fehlen der Bindung. 

Die Tatsachen sprechen fiir eine heteropolare Bindung. Ob noch 
andere Krafte die Ursache einer Bindung A—N-haltiger Kristalloide 
sind, bleibt offen. 

b) Auch die Amylose bindet sich mit einigen N-Substanzen. In 
diesem Falle aber muB eine andere Bindungsait angencmmen werden, 
da die Amylose keine ionisierende Gruppe enthalt. Es ist durchaus 
moglich, daB hier eine koordinative Bindung hervortritt. 

Dieselben Krafte, die die Bindung Amylopektin—N-Kristalloide 
hervorrufen, kénnen als eine der vielen Ursachen der Bindung Amylo- 
pektin— EiweiB und A—Pepton angenommen werden. Die Bindung 
kann in diesen Fallen, wie wir es in dem nachsten Teil dieser Arbeite 
zeigen werden, auch durch andere Kiafte hervorgerufen werden. Da~- 
EiweiB kann auch mit der P-freien Amylose in Bindung treten. 
Nichtsdestoweniger meinen wir, daB, was das Amylopektin betrifft. 
die Bindung auch durch die Ionisation der NH,-Gruppen der Eiweilb- 
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kérper und der P-Ester des Amylopektins eintritt, obwohl hier, be 
sonders bei einigen px, andere Kiafte eine groBe Rolle spielen kénnen 

Fiir eine heteropolare Bindung sprechen erstens die Experimente 
uber den EinfluB der Salze, die die Bindung stark vermindern, zweitens 
der Unterschied zwischen der Bindung der EiweiBkérper und Peptone 
in alkalischen Lésungen (Abb. 5). 

In diesen Lésungen binden sich nur die EiweiBkérper, die Peptone 
unterliegen fast keiner Bindung. Dieser Unterschied, meinen wir, kann 
durch die Anzahl] der anwesenden COOH-Gruppen erklirt werden 
Die EiweiBkorper, die wenige dieser Gruppen enthalten und bei denen 
die COOH und NH, weit voneinander entfernt sind, kénnen sich mit 
dem Amylopektin binden. Die Peptone, bei denen meistenteils kleine 
Molekiile anwesend sind, und die COOH- und NH,-Gruppen nicht 
sehr weit entfernt sind, binden sich nicht. 

Selbstverstandlich kénnen diese beiden Tatsachen nicht als ein 
direkter Beweis fiir eine hetercpolare Bindung A—£ aufgefaBt werden 
Da aber die Bindungen A—N-Kuistalloide und A—E viel Ahnlich 
keiten haben, sind sie als gleichartig zu betrachten. Es kann aber auch 
sein, daB die Konstitution der Peptone, die in einem anderen Ver- 
haltnis die Aminosauren enthalten, z. B. weniger Histidin oder Arginin, 
den Unterschied hervorrufen. 

Bei unseren Experimenten binden sich mit 840 mg Amylopektin 
bis 50 mg Ovalbumin. Wenn wir mit Samec das Molgewicht fiir Amylo- 
pektin 140000 und mit Sérensen! und Svedberg? fiir das Ovalbumin 35000 
annehmen, so ergibt sich, daB sieben Amylopektinmolekiile 1 Mol ge- 
bundenem Ovalbumin entsprechen. Es kann sein, daB nur ein Teil des 
Amylopektins, und zwar14/, der anwesenden Menge, in Form von Amylo- 
pektin—Ovalbumin gebunden ist. Gleich plausibel ist aber die An- 
nahme, daB 1 Mol EiweiB mit einigen Amylopektinteilchen in Bindung 
tritt. In jedem Falle ist die Menge der frei gebliebenen P-Gruppen 
im System A-—E viel gréBer als bei derselben Konzentration im 
System A—Guanidin. 

Wenn wir fir das EiweiB eine Bindung 1 P—1 NH, annehmen, 
tragt diese Gruppe 380 andere N. Somit erklart sich die grobe 
Differenz zwischen K/M beim Eiwei®B und N-Kristalloiden. Bei 0,02°, 
Serumalbumin ist das EiweiB 3,7 mal konzentrierter im Amylopektinteil 

Diese Ausfiihrung zeigt, wieviel schwieriger es ist, die Natur der 
Bindungen und ihre Mengenverhaltnisse zwischen zwei Kolloiden als 
zwischen einem Kolloid und Kristalloid zu erklaren. 


' SS. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 53, 1930. 
2 The. Svedberg, ehendaselbst 51, 1930. 








Zur Kenntnis der Serumproteine des Menschen. 


Uber die Eiwei8verteilung in mensehlichen Seren unter normalen und patho- 
legischen Verhiltnissen. Ein Beitrag zur Serodiagnose von Tuberkulose und 
Careinom. 


Von 


Adolf Schmitz und Felix Wulkow. 
(Aus der biochemischen Abteilung der Krankenanstalt in Bremen.) 
(Eingegangen am 10. Januar 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Eiweifverteilung im menschlichen Serum unter normalen und 
pathologischen Verhaltnissen! ist seit langer Zeit Gegenstand zahlreicher 
und eingehender Untersuchungen geworden, jedoch ohne daB man bisher 
zu befriedigenden Resultaten gekommen ist. 

Aus der umfangreichen Literatur der letzten Jahre seien vor allen 
Dingen die Arbeiten Starlingers *, Lustigs® und ihrer Mitarbeiter angefiihrt. 
Sicher ist, daB man nicht zu einer befriedigenden Klarung kommen kann. 
solange nicht der Zustand geléster Proteine allgemein naher erforscht und 
erkannt ist. Hinsichtlich dieser Frage ist man in den letzten Jahren manchen 
Schritt vorwarts gekkommen. Auf den neuen Erkenntnissen in der Chemie 
der hochmolekularen Naturstoffe aufbauend, versuchen wir vom Standpunkt 
des Chemikers, dessen Ergebnisse erst in zweiter Linie fiir die Praxis der 
Klinik verwertet werden mégen, das Problem der Serumproteine erneut 
in Angriff zu nehmen. 

Uberblicken wir den heutigen Stand der Eiwei®chemie, so miissen wit 
sagen: Die chemische Analyse der Proteine, sei es die Elementaranalyse. 
sei es die Auflésung in die Bausteine, erscheint vor allem, wenn es sich um 
kleine Substanzmengen handelt, abgesehen von einzelnen Erfolgen, zur 
Charakterisierung der Proteine im allgemeinen nicht geeignet. Es bleibt 

' Vgl. auch die (vorlaufige) Mitteilung A. Schmitz’, Klin. Wochenschr. 
1931, S. 2388. 

2 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 138, 1928. 

3 Diese Zeitschr. 225, 247, 1930; 231. 139, 1931; 231, 472, 1931; 238, 


307, 19381. 











A. Schmitz u. F. Wulkow: Serumproteine des Menschen. 409 


allein die physikalische Methode, die das Protein als Ganzes ertaBt und seinen 
Molekular-, seinen Kolloidzustand charakterisiert. In den letzten Jahren 
hat nun gerade die Erkenntnis tiber den Molekularzustand geléster Proteins 
groBe Fortschritte gemacht!. Heute sehen wir mit Sérensen? das Blutserum 
als eine Fliissigkeit an, in der die Proteinkomponenten (nach Staudinger 
Makromolekiile, nach A.H. Meyer Hauptvalenzketten) zu _ micellaren 
Systemen reversibel dissoziabel vereinigt sind, wobei die Systeme, durch 
ihre Nebenvalenzkrafte sich auch mit anderen Kolloiden, z. B. den Lipoiden, 
assoziierend, unter sich in einem Gleichgewichtszustand sind. Die Dissozia 
tion der Systeme wachst mit der Verdiinnung. 

Unsere Aufgabe ist die Fraktionierung der Serumproteine. Eine 
Fraktionierung der Systeme, der Micelle, so wie sie im natirlichen Blut 
vorliegen, ist nach dieser Auffassung nicht méglich, da Anderung det 
auBeren Bedingungen — allein die Gewinnung des Serums ist ja eine 
grundlegende Stérung des Gleichgewicnts — Anderung der Systeme 
zur Folge hat. Eine sinnvolle Fraktionierung muB also auf die Trennung 
der Komponenten, der indissoziablen Makromolekiile hinauslaufen 

Ist das iberhaupt méglich ? Die Variationen im Aufbau der Proteine 
aus den Bausteinen sind nahezu unbegrenzbar. Wenn wir die Ver- 
schiedenheit unter Makromolekiilen gleichsetzen wiirden mit det 
Isomerie der niedermolekularen Stoffe, so ware letzten Endes jedes 
Molekiil fiir sich vom anderen abzutrennen und die Fraktionierung 
von Proteinlésungen eine unlésbare Aufgabe. Aber wir kénnen im 
Bereich der Makromolekiile unter einer ,,einheitlichen Substanz* 
nicht eine chemisch einheitliche Substanz verstehen, wie wir sie im 
Bereich der niedermolekularen Stoffe definieren, sondern eine Substanz. 
die in ihrer Gesamtheit als Molekiil gegeniiber unseren heutigen Beob- 
achtungsmethoden einheitlich wirkt. Der Begriff der Einheitlichkeit 
schwankt hier also mit dem Fortschritt der Methodik. So kann z. B 
ein Protein in Fallungs- und Lésungserscheinungen vollig einheitlich 
wirken, in der Ultrazentrifuge sich aber als polydispers herausstellen. 
Ferner laBt sich vorstellen, daB ein in der Ultrazentrifuge als mono- 
dispers erkanntes Protein durch eine feinere Methode in verschiedene 
Bestandteile zerlegt werden kénnte. Wir miissen Makromolekile als 
einheitlich’* bezeichnen, wenn es nicht mdéglich ist, unter Anwendung 
aller heutigen Methoden Uneinheitlichkeit zu erkennen. Es ist leicht 
verstandlich, daB hierzu bei diesen ungeheuer groben Gebilden nicht 
die unbedingt ‘gleiche Reihentolge der Atome im Molekiil, sondern ehe1 
die Periodizitat im Aufbau ausschlaggebend ist. Aber auch dann 
noch, wenn wir uns diese Anschauung zu eigen machen. sind die Uber- 
ginge zwischen den zu unterscheidenden Makromolekiiltypen flieBend 


' Literatur bei R. O. Herzog, H. Hoffmann u. O. Kratky in Oppenheimers 
Handb. d. Biochem., Erganzungsband, 1930. 


» 


2 Kolloidzeitschr. 53, 102, 1930. 
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(vielleicht werden sie im Fortschritt der Methodik immer flieBender), 
so muB eine Trennung der Typen undenkbar scheinen. Mit unseren 
heutigen Methoden sehen wir aber, dab bestimmte Typen bevorzugt 
werden; die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Proteine 
flieBen nicht ineinander tiber, es gibt sprunghafte Abstainde zwischen 
den einzelnen Arten, so daB wir die Hoffnung, doch schlieBlich zu eine: 
Fraktionierung der Makromolekiltypen kommen zu kénnen, nicht 
aufzugeben brauchen. 


Methodik. 


Zwei Punkte mubten fir die Wahl der Untersuchungsmethode 
bestimmend sein: 1. Untersuchung der Proteinlésung in gréBter Ver- 
dinnung, wm praktisch vollstaindige Dissoziation der Systeme in die 
Komponenten voraussetzen zu kénnen; 2. gréBtmoglichste Beschrankung 
im Untersuchungsmaterial. 


Vorversuche. 


Unsere Untersuchungen gingen zuerst von der Absicht aus, die Aahnsche 
Careimnomreaktion fiir die Zwecke der Klinik einer Nachpriifung zu unter 
ziehen'. Kahn* hat bekanntlich festgestellt, daB bei einer Reihe von Er- 
krankungen, vornehmlich bei Krebs, die am leichtesten lésliche Fraktion 
des Serumalbumins, von ihm als Albumin A bezeichnet, gegeniiber dem 
normalen Serum vermindert ist. Die Reaktion wird so ausgefiihrt, dal 
Serum auf Papierblattchen aufgesogen wird, die in 37,5°,ige Ammon 
sulfatlésung gebracht werden. Hierbei geht nur das Albumin A in Lésung, 
das durch Erhitzen ausgefallt wird. Die entstehende Triibung wird ge 
messen. Bei Hunderten von Untersuchungen kamen wir zu sehr zwetfe/ 
haften Resultaten, die sich selten reproduzieren lieBen. Da wir die Haupt - 
fehlerquelle in der Anwendung der Blattchen sahen, versuchten wir aut 
umgekehrtem Wege zum Ziele zu kommen. Wir brachten Serum einma! 
in gesattigte Ammonsulfatlésung, einmal in 37,5°,ige Ammonsulfatlésung 
und faBten die Differenz der entstandenen Triibungen als Triibungswert 
fiir das Albumin A auf. Hierbei machten wir die Beobachtung. daB sich 
oft ein negativer Wert ergab, d.h. die Triibung in der gesattigten Lésung 
war geringer als die in der verdiinnteren Lésung. Die Nachpriifung diese: 
Erscheinung brachte uns dann auf den richtigen Weg, so daB wir schlieBlich 
die Untersuchung in der folgenden Weise durchfiihrten. 


Bestemmung des ,,EiweiBspektrums”’. 


Die zu untersuchende Proteinlésung wird bis zu einem Grade 
verdiinnt, daB bei der Koagulation nur eine schwache. eben sichtbare 
Tribung entsteht, was bei unbekannten Lésungen durch Vorproben 


Erste Anregung und Beschaffung von Material verdanken wir den 
Assistenzarzten Herren Dr. Goerisch und Dr. Winkel. 

* Goldschmidt u. Kahn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 19, 1929. 
Kahn, Klin. Wochenschr. 6, 452, 1927. 
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festgestellt werden muB. Beim menschlichen Blutserum hat sich eine 
Verdiinnung auf das 15fache als zweckmaBig erwiesen. In einer Réhr- 
chenreihe bereitet man je 1l0ccm Ammonsulfatlésung vor, deren 
Konzentration von 5- bis 100°,iger Sattigung ansteigt. Von der ver- 
dinnten EiweiBlésung bringt man in jedes Réhrchen 0,1 ccm, so dab 
z. B. nunmehr die Gesamtverdiinnung eines Serums 1: 1500 betrigt. 
Man mischt gut durch, laBt einige Zeit stehen, bis die Vergréberung 
der Teilchen zu einem gewissen Gleichgewichtszustand gekommen ist, 
der sich nur avBerst langsam verandert, so daB vor Ablauf von 5 Stunden 
keine Flockung eintritt. Innerhalb dieser Zeit wird die Triibung ge- 
messen, wozu wir das Stufenphotometer von Zeiss (,,Stupho‘‘) benutzen. 
Die gegen einen geeichten Glastribkérper in absolutem MaB bestimmie 
Triibung wird als Kurve aufgetragen, deren Abszisse der Sattigungsgrad 
der Ammonsulfatlésung in Prozenten bedeutet. Die so erhaltene Kurve 
bezeichnen wir als ,,EiweiBspektrum*. Fiir die Messung eines Serums 
geniigt 1 ccm. 


Was sagt das EiweiBspektrum aus? Die in der Triibung gemessene 
T yndall-Intensitat ist nach dem Rayleighschen Gesetz 


; 9n.2?. V2. A? eds aa 
(= ~ e{ — : ). sin? a, 
,}. xr r? | 2 2 


worin ” Teilchenzahl V Volumen der Teilchen, A Amplitude des auf- 
fallenden Lichtes, 4 Wellenlinge, z Abstand vom betrachteten Teilchen, 
r Brechungskoeffizient des Dispersionsmittels, r, Brechungskoeffizient 
der dispersen Phase und « den Betrachtungswinkel bedeutet. 

Bei unseren Untersuchungen, die, wie wir sehen werden, stets 
Vergleichsmessungen sind, bleiben alle Werte der Formel bis auf x 
und V konstant, so daB fiir unsere Zwecke das Gesetz ausgedriickt 
werden kann: 

ixk.a. V*. 


Wir messen also die Abhingigkeit des Produktes nV*® von der 
Ammonsulfatkonzentration. 

Da das Verhalten gegen Ammonsultat als Charakteristikum der 
Proteintypen gilt, ist vorauszusehen, da8 nur ein ,,einheitliches** Protein 
einen klaren gesetzmaBigen Kurvenverlauf zeigen wird, wahrend ein 
Typengemisch in einer unregelmaBigen stufenférmigen Kurve zum 
Ausdruck kommen sollte. Ein Vergleichsma fiir die Konzentration 
der Proteinlésungen ist unsere Messung nur dann, wenn es feststeht 
daB die zu vergleichenden Lésungen vollkommen identische Eiweib- 
typen enthalten, was z. B. bei dem Vergleich pathologischer Seren 


nicht angenommen werden darf. 
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Ergebnisse der Messungen, 
I. Untersuchungen an kiinstlichen Proteinlésungen. 
Abb. 1 zeigt die Kurven verschiedener Proteine. Wir beschranken 
uns darauf. lediglich die Kurve. die auf Grund zahlreich kontrollierter 
Messungen zustande kam, hier wieder- 
sie wide: T Tr zugeben und verzichten auf Wieder- 





gabe der Daten und Tabellen. 
Kurve | ist die eines der am 
leichtesten kristallisierbaren EiweiBe, 
des Oxyhaimocyanins, das uns aus 
einer anderen Untersuchungsreihe zu 
Verfiigung stand. Sie wurde aufge- 
nommen, nachdem das Protein durch 
mehrfache Umkristallisation gereinigt 
war, und zeigt den klaren, einfachen 
Verlauf einer nur einen Molekiiltyp 
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J enthaltenden Proteinlésung: raschen. 
a w W 0 @ Ld sprunghaften Anstieg, dann = mit 
Abb. 1. steigender Ammonsulfatkonzentration 


wieder Abfall der 7’ yndall-Intensitat. 
d.h. des Produktes nV*. Das Optimum der Kurve liegt in dem Punkt, 
in dem das Maximum der Aussalzung erreicht wird. 

Kurve II ist die des Caseins (Hammarsten), Kurve ILI die einer Gelatine- 
lésung, beide lassen das scharfe Optimum vermissen, sie sind charakteristisch 
fiir Proteingemische. Gleichzeitig 14Bt sich aber aus ihnen erkennen, dab 
sich eine Trennung der Molekiiltypen, sowohl beim Casein wie bei der 
Gelatine, durch fraktionierte Aussalzung mittels Ammonsulfat nicht 
erreichen laiBt, da hier sprunghafte Abstainde zwischen den einzelnen Typen 
nicht bestehen. 

Wir sehen an diesen drei Beispielen, daB in der Bestimmung des 
EiweiBspektrums eine leichte, geeignete Methode vorliegt, um die 
Einheitlichkeit von Proteinlésungen und die Méglichkeit ihrer Frak- 
tionierung durch Aussalzen zu erkennen. 


II. Untersuchungen an menschlichen Seren. 
1. Normalseren. 

Es wurde eine grofe Zahl von Messungen an Seren gesunder, 
meist jugendlicher Personen vorgenommen. Sie ergaben das tber- 
raschende Resultat, daB eine auBerordentlich exakt iibereinstimmende 
GleichmaBigkeit besteht. Das EiweiBspektrum des normalen Serums 
ist in Abb. 2 wiedergegeben. Es ist klar, daB in der ersten Stufe der 
Kurve die Giobuline zum Ausdruck kommen, wihrend die zweite 
scharfe Zacke den Albuminen entspricht!. In der absoluten Gleich- 


! In der Mitteilung von A. Schmitz, Klin. Wochenschr. 1931, S. 2388. 
ist die Globulinstufe der normalen Kurve irrtiimlich zu hoch gezeichnet. 
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mabigkeit des Normalen war das Fundament zur Untersuchung 
pathologischer Seren gegeben. 

Einflup von Nahrungslipoiden und Gallensduren aut das Eiweifs- 
spektrum. Um den EinfluB der Nahrungslipoide zu priiten, erbielt eine 
gesunde mannliche Person, nachdem 
eine Blutentnahme gemacht worden 
war, eine aus etwa 250g Fett be- 
stehende Nahrung. Nach _ einigen 40180) 
Stunden wurde erneut Blut ent- 
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nommen, das Serum war im héchsten aoe} 

Grade lipamisch. Die beiden Kurven, | 

vor und nach der Fettmahlzeit, 

stimmten véllig iiberein. Die Nah- “| 

rungslipoide sind ohne EinfiuB auf 

das EiweiBspektrum. | Mae, om: oe A SE ES 
7] y/ & 90 0 

Ferner wurden einem normalen Abb. 2 


Serum Loésungen verschiedener Kon- 

zentration von glykocholsaurem Natrium zugesetzt. Selbst bei Zusatz 
auBerordentlich hoher Mengen machte sich kaum eine Anderung des 
EiweiBspektrums bemerkbar. 


2. Seren von Kranken. 

Es kamen etwa 250 Fille von Erkrankungen aller Art zur Unter- 
suchung. Zunachst sei bemerkt, daB Schwankungen der Globulinstufe 
in vielen, meist fieberhaiten Fallen in verschiedener und uncharak- 
teristischer Weise gefunden wurden. In Erfassung der Globulin- 
schwankungen fanden wir bei dieser Methode kein brauchbares Ergebnis. 
so daB wir deren Einordnung und GesetzmaBigkeit im Rahmen dieser 
Arbeit nicht in Betracht ziehen. Wir hoffen, in spiteren Untersuchungen 
auf diese Frage zuriickkommen zu kénnen. 

Das iiberraschende Ergebnis unserer Arbeit liegt in der Erfassung 
der Albuminverdnderungen. Aus der groBen Zahl der untersuchten 
Falle schalen sich zwei Erkrankungen heraus, mit denen eine Anderung 
der Serumalbumine gegeniiber dem Normalen verbunden ist. 

Tuberkulose und Carcinom sind charakterisiert durch den abnormen 
Verlauf der Albuminzacke im Eiweifspektrum des Serums. 


Wir untersuchten viele Arten von akuten’ Infektionskrankheiten, 
Scharlach, Typhus, Lues in allen Stadien, Pneumonie, Pleuritis, Bronchitis. 
Krankheiten des Verdauungstraktes, des Blutes und der blutbereitenden 
Organe hier besonders die pernizidse Anaimie --, Stoffwechselerkran 
kungen, Diabetes, Gicht, sie alle zeigten normalen Verlauf der Albumin 
zacke. Schwerste Kachexien, deren Ursache nicht Tuberkulose oder Carcinom 
waren, gaben das normale Bild. 
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Als albuminverandernd fanden wir nur einige Falle von Lebercirrhose, 
doch bediirfen hier die Verhaltnisse noch der Aufklarung. Falle von Nephrose, 
die zur Untersuchung kamen, zeichneten sich durch vélliges Fehlen der 
Albuminzacke aus, wahrend Nephritis, Nephrosklerose das Bild nicht 
beeintrachtigten. 

In den folgenden Abbildungen zeigen wir charakteristische Beispiele. 

In Abb. 3 sind einige Falle von Magencarcinom dargestellt. 

Kurve I war besonders bemerkenswert, da sich hier réntgenologisch 
kein Ca. feststellen lieB, die Operation sicherte unseren Befund. Andererseits 
war in einigen Fallen, in denen nach Réntgenbild und klinischem Befund 
ein Magencarcinom bestehen sollte, unsere Kurve auch in mehreren Wieder- 
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Abb.’5. Abb. 6. 


holungen stets normal. Als die Operation durchgefiihrt wurde, zeigte es 
sich, daB in einem Falle der Magen ohne Befund war, in anderen Fallen es 
sich um Ulcera handelte. 

Abb. 4 zeigt EiweiBspektren bei Uteruscarcinom. 

Abb. 5 gibt ein Beispiel, wie es méglich ist, den Erfolg einer Operation 
zu kontrollieren. 

Patientin Frau B. Diagnose: Ca. port. op. Kurve I am 29. Juli 1931, 
Wertheimsche Operation am 30. Juli, Kurve II am 5. August, Kurve II] 
am 7. Oktober 1931. Die allmahliche Angleichung an die Normale ist 
deutlich kenntlich. 

Uber weitere Einzelheiten an Befunden bei verschiedenen Arten bés- 
artiger Geschwulste zu berichten, mu8 speziellen Untersuchungen iiber- 
lassen bleiben. 

Die typischen Tuberkulosekurven sind in Abb. 6 wiedergegeben. Sie 
liegen im allgemeinen hdéher als die Ca.-Kurven. 
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Abb. 7. EiweiBspektrum in zwei Fallen von Lebercirrhose. thr Verlaut 
ist nicht ganz identisch mit dem bei Ca. oder Tuberkulose. 


Abb. 8 zeigt den interessanten Verlauf der Kurve bei Nephrosen. 
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Ist die Bestimmung des EiweiBspektrums brauchbar als Reaktion aut 
Krebs und Tuberkulose ? 

Unser zahlenmaBiges Ergebnis: Insgesamt untersucht 254 Falle, 
davon 72 Ca. und Tuberkulose, von diesen in einem Fall zweifelhafter Befund. 
in drei Fallen gesicherten Carcinoms normale Kurve. Richtiges Resultat 
in 96°, der untersuchten Krebs- und Tuberkulosefalle. In der Gesamtzah] 
sechs Fehldiagnosen (dreimal normal bei sicherem Ca., dreimal positiv bei 
Lehbercirrhose) 2,39 Fehler. 


Diskussion der Ergebnisse. 


\ufbauend auf den modernen Anschauungen tiber die Struktw 
der hochmolekularen Naturstoffe und den Zustand der gelésten Proteine, 
haben wir in der Bestimmung des ,,EiweiBspektrums einer Lésung 
eine Methode ausgearbeitet, die es erméglicht, in starkster Verdiinnung 
die Einheitlichkeit einer Proteinl6sung und die Méglichkeit ihrer 
fraktionierten Aussalzung zu priifen. Wir wenden diese Methode auf 
das Studium der menschlichen Serumproteine unter normalen und 
pathologischen Verhaltnissen an. 


An 254 untersuchten Seren zeigt sich, daB int menschlichen Serum 
durch Ammonsulfatfillung nur eine Trennung zwischen Globulin und 
Albumin méglich ist!. Zur Unterteilung der Albumine und Globulin: 
ist die Aussalzung mittels Ammonsulfat nicht geeignet. Will man zu 


! Vgl. A. Sehmitz, diese Zeitschr. 241, 271, 1931. Eine hierzu inzwischen 
erschienene Entgegnung von B. Lustig (diese Zeitschr. 244, 165, 1932) trifft 
nicht den Kernpunkt unserer Ausfiihrungen, indem wir keineswegs die 
Vielheit der Globuline und Albumine, an der wir ebensowenig wie Herr 
Lustig zweifeln, zur Diskussion stellten, sondern in Ubereinstimmung mit 
anderen Autoren die Méglichkeit verneinen, Albumine und Globuline durch 
Aussalzung mittels Ammonsulfat in weitere natiirliche Unterfraktionen 
aufteilen zu kénnen. Auch die Anwendung der Ammonsulfatfallungs 
methode hat ihre Grenzen. 
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einer Fraktionierung der Molekiltypen unter den Albuminen und 
Globulinen gelangen, so muB zu anderen Methoden gegriffen werden. 
Nach unseren Ergebnissen bedirfen alle Angaben iiber Eu-, Pseudo- 
globuline, Albumine [, IT und III, die durch Fraktionierung mit Ammon- 
sulfat gewonnen sind, der Korrektur. 


Wir untersuchen das Serum in einer Verdiinnung, welche die 
praktisch vollkommene Dissoziation der nach Sérensen anzunehmenden 
Proteinkomponentsysteme gewahrleistet. Wir untersuchen also nur 
die voneinander getrennten Komponenten, die wir auch Makromolekiile 
oder Hauptvalenzketten nennen kénnen, nicht die dissoziablen micellaren 
Systeme. 


Am Serum gesunder Menschen machen wir die Feststellung, dai 
dies stets das gleiche Eiwei®spektrum gibt. Das heiBt: Das normale 
Serum enthalt stets die gleichen Proteinmolekiiltypen, aus denen die 
micellaren Systeme aufgebaut werden. 


254 Seren von Kranken mit Erkrankungen der verschiedensten 
Art sind zur Untersuchung gekommen, darunter Seren, die durch den 
pathologischen ProzeB grundlegenden Veranderungen ausgesetzt sein 
miissen. Wir bestimmten z. B. das EiweiBspektrum von etwa 20 Seren 
mit positiver Wassermann-Reaktion. Abgesehen von Lebercirrhose 
und Nephrose haben nur Tuberkulose und Krebs die Proteinmakro- 
molekiile verandert und angegriffen. Nur sie verandern das Eiweib- 
spektrum. Sie unterscheiden sich darin grundlegend von allen anderen 
Erkrankungen, die am Bestand der Makromolekiile, speziell der Albu- 
mine, wenig oder gar keine Anderung hervorrufen. Es besteht aber 
kein Zweifel, daB bei Erkrankungen wie Lues, Scharlach, Typhus usw. 
Veranderungen in den Proteinen vorliegen, wie Flockungs-, Ballungs-, 
Stabilitats-, Komplementbindung:reaktionen beweisen. Doch diese 
Verainderungen betreffen nicht die Proteinmakromolekiile, wie das 
EiweiBspektrum zeigt, sie kénnen nur in den micellaren Systemen 
liegen, die durch Stérungen im Gleichgewichtszustand des Blutes 
umgebildet sind. 


Wollen wir diesen Gedanken weiterfiihren, so miissen wir sagen: 


Die ungeheure Reaktionsfahigkeit der biclogischen Fliissigkeiten, 
des Blutes, beruht nicht auf einer ungeheuren Mannigfaltigkeit der 
Makromolekiiltypen, deren sind vielleicht nur wenige, sie beruht auf der 
Beweglichkeit und Dissoziationsfihigkeit der micellaren Systeme, die 
imstande sind, sich unter veranderten Bedingungen, die hervorgeruten 
sein mégen durch EinfluB artfremder Stoffe, schlagartig umzugruppieren. 


Nur die zwei groBen Krankheitserscheinungen, Tuberkulose und 
Krebs, die durch serologische Reaktionen der iiblichen Art (Micellar- 
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reaktionen ?) niemals ganz erfaBt werden konnten, gruppieren nicht 
aur die Systeme um, sie greifen grundandernd ein in die Bausteine det 
Systeme. Sie bauen nicht nur um, sie verandern den Baustein. 

Die experimentelle Feststellung dieser Erscheinung durch die 
Bestimmung des EiweiBspektrums des Serums fiihrt uns zu einer in 
96°, der Falle sicheren Reaktion auf Tuberkulose und Krebs. 


SchluBbemerkung. 


Unsere Arbeit bildet keineswegs einen AbschluB. Es ist nur ein Weg 
gegeben. Erst Untersuchungen an gré8tem Material kénnen zeigen, ob 
der Weg zum Erfolg fiihrt ; ich hoffe, die von mir begonnenen Untersuchungen 
weiterfiihren zu kénnen und behalte mir die Fortsetzung dieser Arbeit vor. 








Wasserliésliche Wachstumsfaktoren. 


Von 


Hl. vy. Euler und Tore Philipson. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1932.) 


I. Kinleitung. 

Wildiers wies 1901 nach, daB Hefe (Saccharomyces cerevisiae | 
Hansen) in synthetischer Nahrlésung nicht wachst. Erst auf Zusatz 
yewisser organischer Extrakte kamen Garung und Vermehrung zu- 
stande. Diesen Effekt schrieb Wildiers einer Substanz zu, welche den 
Namen Bios erhielt. Waildiers unterschied nicht scharf zwischen Garung 
und Zellenvermehrung; dies wurde erst in spateren Forschungen durch- 
gefiihrt; die Bezeichnung Bios wurde indessen fiir den Zuwachsfaktor 
der Hefe beibehalten. In den 30 Jahren, die seit Wildiers Arbeit ver- 
flossen sind, ist unsere Kenntnis tiber den Wachstumsstoff Bios trotz 
vielfacher Bearbeitung nicht wesentlich fortgeschritten, wie aus Dis- 
kussionen und Ubersichten zu ersehen ist}. 

Die Ergebnisse, welche in letzter Zeit an wasserléslichen Faktoren 
der Hefe (B-Vitamine, Z-Faktoren, Co-Zymase, Adenosinphosphorsauren ) 
gewonnen worden sind, lassen sich nunmehr vielleicht auch fiir das 
Studium des Wachstumsstoffes der Hefe fruchtbar machen, und von 
diesem Gesichtspunkt aus sind hier neue Versuche unternommen 
worden. 

Bei unseren die Biosfrage betreffenden Versuchen gehen wir davon 
aus, daB die Geschwindigkeit der Zellenvermehrung der Hefen tatsachlich 
durch Hefenextrakt wesentlich gesteigert wird. Ferner stimmen viele 
Angaben zuverlissiger Forscher darin tiberein, daB Kulturhefen in 
rein synthetischen Nahrlésungen oft gar nicht oder nur sehr schlecht 
wachsen. 


1d. H.W. Lucas, J. Phys. Chem. 28, 1180, 1924; F. W. Tanner, 
Chem. Rev. 1, 397, 1925; siehe hierzu auch neuere Arbeiten von Williams 
u. Bradway, J. Amer. Chem. Soc. 53, 783, 1931; Narayanan, Biochem. J. 
24, 6, 1930; Eastcott, J. Phys. Chem. 32, 1094, 1928; Philipson, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 193, 30, 1930; Buston u. Pramanik, Biochem. J. 25, 1656 
u. 1671, 1931; Miller, Chem. a. Metall. 15, 134, 1931. 
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Damit ist, wie gleich betont sei, noch keineswegs gesagt, daB es 
einen definierten Stoff ,,Bios‘ gibt, welcher als spezifischer Wachstums- 
faktor fiir Hefe fungiert. 

Unter den neueren Untersuchungen iiber ,,den Faktor Bios‘ seien 
diejenigen von Wallace und Tanner! sowie von Copping? iiber die 
Wachstumsverhaltnisse verschiedener Heferassen besonders erwahnt. 
Copping hatte synthetische Nahrlésungen mit und ohne Zusatz von 
Wachstumsfaktor verwendet und untersuchte etwa 20 verschiedene 
Rassen, von wilden bis hochkultivierten, und erhielt dabei sehr ver- 
schiedene Resultate. Je kultivierter eine Rasse war, desto mehr schien 
sie vom Zusatz eines Wachstumsfaktors abzuhaingen, wahrend die 
wilden Rassen sich ohne einen solchen Zusatz normal entwickelten. 
Sie wies nach, daB der Bedarf an ,,Bios** auch bei Kulturhefen sehr 
verschieden ist, ferner daB fiir verschiedene Rassen verschiedene Sub- 
strate ungleichen Wert haben. 

Abnliche Ergebnisse beschreiben Wallace und Tanner, die mit 
vier verschiedenen Heferassen gearbeitet haben. 

Die einander sehr widersprechenden Resultate friiherer Forscher 
an verschiedenen Hefen werden nunmehr verstandlich. Auch die ver- 
schiedenen Bedingungen, unter welchen die Hefen kultiviert und vor- 
behandelt bzw. angepaBt wurden, haben fiir ihren Bedarf an ,,Bios” 
eine Rolle gespielt. 

Besonders bemerkenswert ist in Coppings Untersuchung der Um- 
stand, daB die Substrate, in welchen die wilden Rassen sich entwickelt 
haben, auBerordentlich geeignet fiir diejenigen Hefen geworden sind, 
welche selbst sich auf synthetischen Nahrlésungen nicht entwickeln 
konnten. Inanaloger Weise sind Kulturhefen durch Infektionen in 
ihrer Fahigkeit auf synthetischem Nahrboden zu wachsen unterstiitzt 
worden. 

Es handelt sich nun zunichst darum, den Faktor von Wildiers 
von Stoffen ahnlicher Art abzugrenzen. 

Nicht nur Mikroorganismen haben sich in ihrer Entwicklung 
abhangig von Wachstumsstoffen gezeigt. Diese Wachstumsstoffe sind 
aus Extrakten ganz verschiedenen tierischen und pflanzlichen Ursprungs 
gewonnen worden, und es erhebt sich natiirlich die Frage, ob zwischen 
diesen Stoffen ein Zusammenhang besteht. 

Was zunichst das Wachstum héherer Pflanzen, Neubildung von 
Zellen und Langenzuwachs betrifft, so liegen bekanntlich altere Unter- 
suchungen von Haberlandt®, Wehnelt* u.a. vor. 


1 Wallace u. Tanner, Zentralbl. f. Bakt. 76, 1, 192s. 


* A. M. Copping, Biochem. J. 28, 1050, 1929. 
3 Haberlandt, Beitr. z. allgem. Bot. 2, 1, 1921. 
§ Wehnelt, Jahrb. f. wiss. Bot. 66, 773. 1927. 
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Der Langenzuwachs ist an Coleoptilen von Avena sativa besonders 
eingehend untersucht. Sdding hat gezeigt, daB in der Spitze derselben 
eine Substanz vorkommt, welche den Zuwachs des gesamten Gewebes 
beschleunigt. Andere Forscher haben eine solche Zuwachsbeschleunigung 
auch mit anderem Material erzielt, wie Brassica napus, Zea und mit 
Enzymen, wie Amylase und Pepsin. 

Erst Went* konnte diese Substanz aus den abgeschnittenen Coleoptil- 
spitzen extrahieren, nachdem Nielsen gefunden hatte, daB ein PreBsaft 
derselben unwirksam war. Went lieB die abgeschnittenen Spitzen auf 
kleinen Agarblécken stehen und zeigte, daB dieselben eine Substanz 
enthalten, welche das Wachstum der abgeschnittenen Coleoptile ver- 
ursacht. Er erklart dies damit, daB die Konzentration des Wachstums- 
faktors in den Coleoptilspitzen verschwindend klein ist, daB aber eine 
fortgesetzte Synthese stattfindet, so daB der Faktor in den Agarplatten 
angereichert wird. Mit anderen Worten, die Spitze tiberlebt die Ab- 
trennung. 

Die ganze Frage hat dadurch ihr besonderes Interesse, daB diese 
Wachstumsstoffe- am Anfang einer chemischen Entwicklungslinie 
stehen und also in ein zeitiges Stadium der Stoffbildung eingreifen 
miissen. Man wird besonders zu versuchen haben, in welchen Kon- 
zentrationen sich diese Stoffe im Embryo héherer Pflanzen finden. 

SchlieBlich machte Nielsen® die interessante Beobachtung, dali 
zwei Pilze: Rhizopus suinus und Absidia ramosa bei der Kultivierung 
dem Nahrboden eine Substanz zufiihren, welche das Wachstum ab- 
decapitierter Avena-Coleoptile beférdert. Nielsen nennt diese Substanz 
Rhizopin und hat an ihr einige Reinigungsversuche ausgefiihrt, sowie 
ihre Stabilitét und Léslichkeit untersucht. Die Temperaturresistenz 
ist erheblich: Erhitzung wahrend 20 Minuten auf 120° im Autoklaven 
rief keine merkbare Schwachung der Wirksamkeit hervor. Rhizopin 
ist leicht léslich in Wasser, Alkohol, Aceton und Ather. Die Reinigungs- 
versuche deuten darauf hin, daB die Substanz einen hohen Wirkungsgrad 
besitzt: eine Menge von '/go999 mg soll noch eine ganz deutliche Reaktion 
erzeugen. 

In spiteren Arbeiten hat Nielsen* die Wirkung von Rhizopin- 
praparaten auf den Zuwachs der Hefe studiert und konnte dabei eine 
deutliche Vermehrung konstatieren. Spater hat er versucht, den 
Rhizopineffekt in Hefenextrakt nachzuweisen, und zwar anscheinend 


' Went, Rec. trav. bot. néerlandais 25, 1, 1929. 

* Nielsen, Dansk bot. Arkiv 4, 1924. 

% Derselbe, Planta 6, 1928. Jahrb. wiss. Bot. 73, 125, 1930. 

' Derselbe. Zentralbl. f. Bakt. IT, S2. 69. 1930; diese Zeitschr. 237. 
244, 1931. 
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mit Erfolg, wobeisich auch Ubereinstimmungen hinsichtlich der Losungs- 
und Stabilitatsverhaltnisse ergaben. AubBerdem hat Boysen-Jensen! 
noch etwa 20 andere Pilze untersucht und gefunden, daB die meisten 
ihrem Nahiboden eine das Wachstum von Avenacoleoptilen beférdernde 
Substanz mitteilen. 

Im AnschluB an unsere Versuche iiber den Faktor Z der Hefe? 
und dessen Verhiltnis zu der Substanz Bios? und zu den Wachstums- 
vitaminen der B-Gruppe haben wir den in der Hefe vorhandenen 
Wachstumsfaktor einer weiteren vergleichenden Untersuchung unter- 
zogen. 

Durch die vorliegende Untersuchung sollte also bestimmt werden, 
inwieweit die Coleoptil:pitzen von Avena den Faktor Bios ausbilden 
und inwieweit dieser Faktor von gewissen Pilzen unter gewissen Be- 
dingungen synthetisiert wird. 


Ii. Methodik. 


Zur Untersuchung des Hefenzuwachses wurde eine von Reader* 
angegebene Nahrlésung verwendet, welche auch von Copping und anderen 
benutzt worden war. Dieselbe enthalt, auber 1°, Glucose: 


mame . 5... ORK Na,HPO, .. . . 0,016 
meeU, 7.0. . . . 087% es So 8 te 
BewO, 26 ss. OES Cet. 2 ee. 2 OOF 


[ Reader verwendet Ca(NQO,), statt CaCl, (pa 4,8)]. 


Die Versuche werden so ausgefiihrt, dali 20 cem dieser Nahrlésung 
nebst der Lésung, deren Zuwachsfaktor untersucht werden soll, im 
Autoklaven bei 120° 15 Minuten lang sterilisiert werden, wonach mit 
steriler Pipette eine Suspension der Hefe in sterilem Wasser geimpft 
wird: die Kolben werden bei 27° waihrend 24 Stunden in den Warme- 
schrank gestellt, wonach dieselben auf 0° abgekiihlt und der Zuwachs 
bestimmt wird. Dies geschieht mit Zellenrechnung in Thoma-Zeiss- 
Rechenkammer. Die GiéBe der Einimpfung ist etwas verschieden 
gewesen: in einigen Versuchen 30000 Zellen, in den meisten 20000, 
d.h. ungefahr 1500 bzw. 1000 Zellen pro Kubikzentimeter. 

Da es galt, fiir die Untersuchungen eine geeignete Hefe zu wahlen, 
hatten wir zur unmittelbaren Verfiigung eine Backereioberhefe und 
eine Brauereiunterhefe (Saccharomyces cerevisiae). Wir bereiteten 

' Boysen-Jensen, diese Zeitschr. 286, 205, 1931. 

* Euler u. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 297, 1924; Euler. 
Brunius u. Proffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 202, 1928. 

3 Philipson, ebendaselbst 198, 16 u. 181, 1930; Buler u. Philipson, 
ebendaselbst 195, 81 u. 197, 193, 1931. 


' Reader, Biochem. J. 21. 901, 1927. 
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einen Zuwachsfaktorextrakt durch Extraktion von 2,5 g Teeblattern 
mit 150ccm heiBen Wassers wahrend !/, Stunde!. Die Zuwachsbetrage 
(um welche sich die urspriingliche Zellenzahl vermehrt hat) sind in 
der folgenden Tabelle angegeben. 


Tabelle I. 





Hefe a ae Einimpfung Zellenzahl nach 24 Std. Betrag der 
1000 per cem 1000 per cem Vermehrung 
Backereihefe 0 1,5 15 10 
. 1.0) 1,5 1800 1200 
Brauereihefe 0 3,9 Nicht bestimmbar * 7(< 10) 
” 1,0 3,0 170 60 


* Eine Zellenzahl unter 10000 Zellen pro cem kann in dieser Rechenkammer mit einige: 
Sicherheit nicht bestimmt werden. Zwar kann man dureh Abzentrifugieren der Hefe und 
deren Suspension in ein geringeres Volumen auch eine so kleine Menge bestimmen, so kleine 
Zuwachsweite sind aber in diesem Zusammenhang ohne jede Bedeutung. 

Die Backereihefe nimmt, wie es scheint, auf dem Substrat allein 
ein wenig zu, was mit der Brauereihefe nicht nennenswert der Fall ist 
Die erstere reagiert indessen auBerst kraftig fiir den Zuwachsfaktor im 
Gegensatz zu der letzteren, weshalb wir als Untersuchungsobjekt die 
Backereihefe wahlten. Diese erhalten wir bei jedem Versuch in frischer 
Reinkultur von der Stockholms Norra Hefefabrik?. 

Zur Kultivierung der oben erwahnten Pilze wurde Nielsens 
svnthetisches Substrat verwendet, das folgende Zusammensetzung hat : 


KHLPO, .. .... . O8¢ NH,-Tartrat . . l0g 
MgSO, 7H,O. .. . 05g Glucose. . .. . l0g 
FeCl, 10°, ige Lésung 3 Tropfen H,O ...... 1000ccm 


Iti. Wachstumsfaktor aus Avena-Coleoptilen. 


Bei diesen Versuchen haben wir uns zum ‘Teil der Methodik Wents 
bedient. Hafer (Segerhavre), den wir Prof. Lundegardh verdanken, 
wurde 24 Stunden lang in Wasser aufgeweicht, welches mehrmals 
gewechselt wurde ; hierauf brachten wir die Kérner zum Keimen zwischen 
feuchtem Filtrierpapier bei 20°. Wenn die Coleoptile eine Lange von 
3 bis 5 cm erreicht hatten, was nach 4 bis 6 Tagen der Fall war, wurden 
die Spitzen in einer Lange von etwa 1mm mit einem Rasiermesser 
einseitig eingeschnitten, worauf man die Spitze mit einer Pinzette 
abbrechen kann. 

Auf einer wagerechten Glasscheibe wurde 3°,iger Agar in Hefe- 
nahrlésung ausgegossen. Nachdem dieser Nahrboden erkaltet war. 


' Extrakt von Teeblattern enthalt nach Eastcott (J. of Phys. Chem. 
32, 1094, 1928) bedeutende Mengen Zuwachsfaktoren fiir Hefe; ist von ihr 
als Ausgangsmaterial fiir praparative Arbeiten verwendet worden. 

* Herrn Oberingenieur H. Brahmer sprechen wir auch hier unseren 
besten Dank aus. 
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wurden daraus mit einem kleinen Glastrichter runde Scheiben von 
28 mm Diameter und etwa 2 mm Dicke ausgestanzt. Auf solche Scheiben 
wurden nun die abgeschnittenen Coleoptilspitzen im Abstand von 
etwa 1 mm gestellt, wobei die ganze Schnittfliche in Kontakt mit dem 
Agar war. In dieser Weise bot die ganze Platte Platz fiir etwa 150 Spitzen. 
Eine Kristallisierschale, mit wenig Wasser befeuchtet, wurde dariiber- 
gestellt, um das Austrocknen des Agars zu verhiiten, und das ganze 
blieb 1 Stunde stehen. 


Ein erster orientierender Versuch wurde so ausgefiihrt, daB nach 
Verlauf 1 Stunde die Spitzen abgenommen wurden, wahrend die Agar- 
platten in kleine Petri-Schalen iibergefiihrt und umgeschmolzen wurden. 
Nachdem die Temperatur auf etwa 45° gesunken war, so dab das 
Substrat eben noch fliissig war, wurde 1 ccm einer sehr verdiinnten 
Hefensuspension zugegeben. Als Parallelversuch verwendeten wir 
eine Agarplatte, welche nicht mit Coleoptilspitzen vorbehandelt worden 
war. Nach 36- und 72stiindigem Stehen der Schalen bei 27° ergah 
die Untersuchung folgende Resultate: 


Tabelle 11. 





Substrat Nach 36 Std. Nach 72 Std. 


150 Col.-Spitzen auf Agar Kulturen makroskopisch Kulturen stecknadelgro6 


1 Std. deutlich wahrnehmbar 
Unvorbehandelte Agar- Kulturen nur mikro- i aliacieeeis sells child 
NE ise a skopisch sichtbar a 


Wie ersichtlich, bildeten die Agarplatten, auf welchen die Coleoptil- 
spitzen gestanden waren, ein besseres Substrat als die nicht  vor- 
behandelten, so daB man annehmen darf, daB von den Spitzen eine 
auf Hefe wirksame Wachstumssubstanz abgegeben worden war. 


Der Versuch wurde nun unter solchen Bedingungen wiederholt, 
welche eine quantitative Bestimmung des Zellenzuwachses gestatteten. 
Auf zwei Agarplatten (mit Wasser statt Nahrlésung) wurden 130 bzw. 
150 Coleoptilspitzen 1 Stunde lang gestellt. Die Platten wurden dann 
in Kolben mit 20cem Nahrlésung eingefiihrt und sterilisiert. Die 
Agarmenge war dabei so klein, da das Substrat bei der Abkiihlung 
nicht erstarrte. Von den angewandten Spitzen wurden 250 Stiick in 
eine kleine Wageflasche von 10 ccm gebracht und 4 ccm destillierten 
Wassers zugefiigt, worauf das ganze 24 Stunden stehengelassen wurde 
SchlieBlich wurden 140 Spitzen abgeschnitten, welche sofort in 4 cem 
Wasser wahrend | Stunde stehengelassen wurden. Dabei mu darauf 
geachtet werden, daB die Schnittflachen von Wasser benetzt werden, 
so daB dieses in Beriihrung mit dem Zellensystem der Gewebe steht. 
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Tabelle 11]. 


Einimpfung 1500 per cem. 





zawachnabotinn Zetyzanh ra de 
Agarplatte unvorbehandelt . . . . .. . Nicht bestimmbar 7 (10) 
130 Col.-Spitzen auf Agar wihrend 1 Std. 40 27 
150 Col.-Spitzen auf Agar wibrend 1 Std. 50 33 
In 4cem H,0 250 Spitzen von Vorstehendem 1020 680 
140 Col.-Spitzen in 4ecm H,O LStd. . . . 95 63 


Die Zellenzahl ist hier wie auch in den folgenden Tabellen auf 20 cem 
umgerechnet. Sie wird stets angegeben in tausenden von Zellen pro Kubik- 
zentimeter. 

Die Tabelle I11 zeigt, daB da, wo die Coleoptilspitzen auf dem 
Agar gestanden haben, ein gréBerer Zellenzuwachs eintritt als in dem 
Parallelversuch. Da die Spitzen indessen hierauf 24 Stunden im Wasser 
gelegen hatten, ist ungefaihr 20 mal mehr Wachstumsfaktor in die Lésung 
iibergegangen als friiher. Der letzte Versuch der Tabelle zeigt, dab 
die Methode, den Wachstumsfaktor in Wasser statt in einer Agarplatte 
aufzusaugen, eine bessere Ausbeute ergibt, weshalb dieses Verfahren 
bei den folgenden Versuchen zur Anwendung kam. 

Es ist somit deutlich, daB die Coleoptilspitzen von Avena eine 
Substanz bilden, welche das Wachstum der Hefe beférdert. Da nach 
Went der Wachstumsfaktor in den abgeschnittenen Coleoptilspitzen 
synthetisiert wird, haben wir versught festzustellen, ob diese Annahme 
auch fiir Bios zutrifft. Deswegen wurden 150 frische Spitzen 2 Stunden 
lang in4ccem Wasser gelegt. Dasselbe wurde wahrend zwei weiterer 
Stunden gegen vier neue Kubikzentimeter ausgetauscht, und dies 
wurde noch einmal wiederholt. Dadurch erhielten wir drei Loésungen. 
SchlieBlich wurden in einem Wageglas 250 frische Spitzen zusammen 
mit ein paar Tropfen Wasser auf 100° 5 Min. erhitzt, indem das Wage- 
glas mit aufgesetztem Deckel in kochendes Wasser eingetaucht wurde. 
Dadurch sollten die im Pflanzenmaterial befindlichen Enzyme zerstort 
werden. Die Spitzen wurden hierauf in einem Moérser mit 2 ccm Wasser 
verrieben und 15 Minuten stehengelassen, worauf die Gewebsreste ab- 
zentrifugiert wurden. Der Zuwachsversuch ist in der Tabelle IV ent- 
halten. 

Tabelle IV. 
Einimpfung 1000 per ccm. 





ow sfak ie Zellenzahl Betrag der 

Zawachsfaktorlésung nach 24 Std. Vermehrung 
150 Col.-Spitzen bis 2 Std. in deem H,O .. . 170 170 
150 me . «<, aoe ak rae 235 240 
150 ; ce.  <@: oe... 235 240 
250 ‘ zerrieben , 2 = ae 20 20 
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in jedem dieser Zeitintervalle ist ungefihr die gleiche Menge 
Wachstumsfaktor an die Lésung abgegeben worden, dagegen erhielten 
wir durch direkte Extraktion der Spitzen so gut wie keinen Wachstums- 
faktor, obwohl im betreffenden Versuch mehr Spitzen benutzt wurden. 
Dies spricht unzweideutig dafiir, daB auch die auf Hefe wirksamen 
Wachstumsfaktoren fortlaufend in den abgeschnittenen Coleoptil- 
spitzen synthetisiert werden. Indessen soll trotzdem die Méglichkeit 
nicht in Abrede gestellt werden, daB eine enzymatische St6rung waihrend 
des Zerreibens des Materials eingetreten sein kann, obwohl wir durch 
das Erhitzen auf 100° diesen enzymatischen EinfluB soviel als méglich 
gehemmt haben. 

Andererseits sind 4ccm ein sehr viel gréBeres Volumen, als den 
Gewebsfliissigkeiten in den angewandten Coleoptilspitzen entspricht: 
wenn also der Wachstumsfaktor fiir Hefe in diesen Coleoptilspitzen 
fertig gebildet vorliegen wiirde, so miiBte die Konzentration desselben 
sehr erheblich sein, da die Spitzen noch nach 4 Stunden ebensoviel 
Wachstumssubstanz abgeben als unmittelbar nach dem Abschneiden. 
Went gibt ferner an, daB die Transportgeschwindigkeit seines Wachs- 
tumsfaktors im Gewebe bemerkenswert hoch ist, nimlich 200mal 
gréBer als die normale Diffusionsgeschwindigkeit. Auch wenn man 
dies nicht ohne weiteres fiir den Wachstumsfaktor der Hefe annehmen 
kann (wir halten es nicht fiir erwiesen, daB diese zwei Faktoren identisch 
sind), so wird es durch eine solche Annahme wahrscheinlich, daB eine 
Synthese nach dem Abschneiden der Spitzen erfolgt. 


In diesem Zusammenhang haben wir auch untersucht, inwieweit 
gdrungsbeférdernde Substanzen vom Z-Typus gleichzeitig aus den 
Coleoptilspitzen in die Lésung diffundieren. Die Spitzen werden ja in 
einem Zeitpunkt abgenommen, wo die Entwicklung kraftig und ver- 
mutlich mit einem starken Kohlenhydratumsatz verkniipft ist. 


300 Spitzen wurden 30 Stunden lang in 6ccm Wasser liegen- 
gelassen. Hierauf wurde die Wachstumswitkung untersucht, und es 
zeigte sich, daB 1,0ccm eine 490fache Vermehrung innerhalb 24 Stunden 
hervorrief, mit anderen Worten, daB8 das Priaiparat eine erhebliche 
Menge Zuwachsfaktor enthielt. Bei der Garung in einem Mikrogar- 
thermostaten von Myrbdck, wie er in diesem Institut verwendet wird, 
konnte selbst durch einen Zusatz von 1,5 cem Lésung (zu 0,04 g frischer 
Hefe +. 0,08 g Glucose + 1,0 cem Wasser) keine Erhéhung der Garungs- 
geschwindigkeit gegeniiber einem Parallelversuch festgestellt werden. 
Wachstumsfaktoren sind also hier nicht von Z-Faktoren begleitet. 
Die Mitwirkung von Inosit (vgl. hierzu auch Euler und Johansson. 
Sv. Kem. Tidsk. 10, 209. 1928 und Philipson) ist weiter zu unter- 
suchen. 
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IV. Synthese des Wachstumsfaktors durch verschiedene Pilze. 


Zu dieser Untersuchung haben wir zwei Rhizopusarten (darunter 
aber nicht die von Nielsen benutzte), sowie Aspergillus Wentii und 
gewohnlichen Schimmel verwendet, wie er bei Entwicklung von Sporen 
aus der Luft entsteht. Als Naihrboden diente dabei das oben erwahnte 
synthetische Substrat. 

Wir verdanken Herrn Prof. Dr. Felix Ehrlich Kulturen von Rhizopus 
tritici sowie zwei Kulturen von Rhizopus nigricans, bezeichnet mit 
..Kiel und ,,Breslau“. Dieselben wurden zunachst auf 3°,igen Bier- 
wiirzeagar umkultiviert. Nach 6 Tagen waren die Réhren bei Zimmer- 
temperatur so gut wie vollstandig von einem grauen, filzartigen Mycelium 
erfiillt. In Petri-Schalen von 15cm Durchmesser wurden je zwei Filter 
von ll em eingelegt und mit so viel der Nahrlésung iibergossen, dab 
die Fliissigkeit das Papier umgab, aber nicht iiber demselben stand. 
Hierauf wurde im Autoklaven sterilisiert und geimpft. Die Schalen 
wurden bei 30° in einen Thermostaten gestellt. Nach etwa 6 Tagen 
war in saimtlichen Schalen die Oberfliche von Mycelium bedeckt. 
Moglicherweise wuchs dabei Rhizopus tritici etwas schneller als die 
anderen Pilze. Das Substrat wurde abgegossen, die Filtrierpapiere 
mit den Kulturen zusammengefaltet und mit der Hand ausgepreBt. 
Die Lésungen wurden filtriert und sterilisiert. Ein Aspergillusstamm 
von Prof. Dr. Hans Pringsheim wurde in der gleichen Weise kultiviert. 
Die Kulturen wurden nach 5 Tagen unterbrochen, nachdem die Filtrier- 
papiere (aber nicht die freie Fliissigkeitsoberfliche) von Mycelium 
uberzogen waren. 





Tabelle V. 











Substrat e : 
Si Zellenzahl Vermeh rs - 

—_ Set | pintmptung | Zallensaht  Vermebrane 
Rhizopus tritici 1,0 1,0 375 375 
: ‘ i ahs 2,5 1,5 1509 1009 
nigricans Kiel. 1,0 1,0 675 675 
. OM, sale 2,5 1,5 2150 1400 
js Breslau 1,0 1,0 940 940 
° * 2,5 1,5 3650 2400 
Aspergillus Wentii 2,5 1,0 1650 1650 
1,5 15 10 


Alle diese Pilze haben offenbar recht bedeutende Mengen Wachs- 
tumsfaktor an das Substrat abgegeben: Rh. nigricans ,,Breslau‘’ 
am meisten, die iibrigen weniger. Der Zuwachs ist der zugesetzten 
Menge des Wachstumsfaktors direkt proportional. 

Mit Penicillium wurden zwei Kulturversuche angestellt. Bei dem 
einen Versuch wuchs der Pilz auf dem Substrat von Nie/sen, und zwar 
teils auf freier Oberfliche und teils auf Filtrierpapier, bei dem anderen 








n 
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Versuch wuchs Penicillium auf Teeblatterextrakt nach Zusatz von 
1% Glucose, auf freier Oberflache. Die Ergebnisse der Zuwachsversuche 
findet man in folgender Tabelle: 





Einimpfung 1,0 


; Vermehrungs 
Substrat ecm Zellenzahl hrung 


nach 24 Std faktor 
Synthetische Nahrlosung: 
a) Freie Oberflache . . . . 5,0 63 63 
b) Filtrierpapier 5,0 600 600 
leeblatterextrakt: 
a) Urspriingliche Aktivitat . 0,5 450 450 
b) Nach Kultivierung . ‘ 2,0 59 60 


Somit kann auch Penicillium einen Wachstumsfaktor der Hete 
synthetisieren, wenn diese auf im tibrigen synthetischer Nahrlosung 
wichst. Nielsen teilt mit, daB Rhizopin sich nicht bildet, wenn Rhizopus 
suinus sich auf freier Oberfliche entwickelt. In unserem Versuch hat 
sich etwa zehnmal soviel Wachstumsfaktor aus dem Schimmelpilz 
gebildet, wenn dieser auf Filtrierpapier gewachsen ist, als auf freier 
Oberfliche ; dabei ist allerdings der Zuwachs im ersteren Falle wesentlich 
geringer als derjenige, der bei vorhergehenden Versuchen mit Aspergillus 
bzw. Rhizopus beobachtet wurde. Das Versuchsmaierial soll noch an 
anderen Pilzarten erweitert werden; dabei spielen offenbar die auBeren 
Umstande, unter welchen solche Oberflichenorganismen  geziichtet 
werden, eine groBe Rolle. 

Der zweite Teil dieser Versuchsserie mit Penicillium auf Tee ergab 
ein uberraschendes Resultat: Nachdem der Schimmelpilz auf dem Tee 
gewachsen war, ist sein Gehalt an Wachstumsfaktor auf etwa das 
30fache gesunken. Eine Wiederholung des Versuchs mit neuem Extrakt 
stimmt damit genau iiberein. Entweder hat also der Organismus den 
Wachstumsfaktor des Substrats verbraucht, oder er hat toxische bzw. 
hemmende Substanzen gebildet. 


V. Zur Nomenklatur der wasserléslichen Wachstumsfaktoren. 

Die ersten grundlegenden Untersuchungen iiber die biologischen 
Wirkungen von Hefenextrakten wurden im AnschluB an die Arbeiten 
von EHijkman von Schaumann’ angestellt. Aus ihnen hat sich die 
Kenntnis der B-Vitamingruppe der Hefe entwickelt. 

Friihzeitig ist dann versucht worden, den Nachweis von B-Vitamin 
mit Hefe als Substrat durch die Messung der Garwirkung zu fihren 
(Williams, Bachmann, Eddy u.a.). Dadurch wurde es notwendig, die 


1 Schaumann, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene 14, Beih. 8, 1910; 
vgl. auch anschlieBende Arbeiten von Abderhalden u. Schaumann, Ptliigers 
Arch. 172. 1, 1918. 
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Frage zu beantworten, ob B-Vitamin mit dem typischen Aktivator der 
Garung, der Co-Zymase, identisch oder seiner Wirkung nach verwandt 
sei, und es ergab sich bald?, daB ,,Safte und Extiakte von starker 
B-Vitaminwitkung ausgewaschene Trockenhefe ohne Coenzym nicht 
aktivieren“. Spater hat R.A. Peters in Oxford an einem hochaktiven 
Stockholmer Co-Zymasepraparat gezeigt, daB es als antineuritisches 
Vitamin vollkommen unwitksam war. 

Andererseits schien aus den alteren Versuchen von Nelson und 
Mitarbeitern, Harden und Zilva?, Eijkman, van Hoogenhuize und Derks?®, 
Robertson und Davis*, Funk und Paton, Willaman und Olsen u. a. her- 
vorzugehen, daB8 Kulturhefen ohne Hefenextrakt nicht nur schlechter 
wachsen, sondern auch weniger B-Vitamin ausbilden als nach Zusatz 
von Hefensaften. Nach den seither erzielten Fortschritten auf dem 
Gebiet der Vitaminchemie diirfte es nicht mehr notwendig sein, diese 
alteren Arbeiten eingehender zu besprechen. 

Die Vitamin-B-Gruppe ist jedenfalls nunmehr als eigentliche 
Vitamingruppe charakterisiert, also als Gruppe von notwendigen 
Nahrungsbestandteilen héherer Tiere. Durch die Arbeiten englischer 
Forscher (Chick, Peters, Reader) ist diese Gruppe aufgeteilt worden in: 

B, = antineuritischer Faktor, nunmehr besonders bekannt durch die 
grundlegenden Untersuchungen von B.C. P. Jansen und seinen 
Mitarbeitern : 

B, = anti-dermatitische Substanz = Goldbergers Anti-Pellagrafaktor : 

B, = wasserléslicher Faktor fiir Tauben nach Williams und Water- 
man? ; 

B, = Wachstumsfaktor fir Ratten nach Reader®: 

Faktor Y nach H. Chick und Copping’. 

Die gesamte B-Vitamingruppe scheint zusammen mit dem fett- 
léslichen Vitamin A fiir das Wachstum héherer Tiere notwendig zu sein. 

Dieser Vitamingruppe stehen die Wachstumsfaktoren fiir Pflanzen 
gegeniiber, zu denen also unter anderen Bios und Rhizopin zu rechnen 
waren. Uber die gegenseitigen Beziehungen dieser vegetabilischen 
Wachstumsstoffe ist noch wenig bekannt, sie sind voneinander nicht 
abgegrenzt, und vieles deutet darauf hin, daB zahlreiche der iiber 
vegetabilische Wachstumsstoffe veréffentlichte Beobachtungen auf den 
gleichen Stoff oder richtiger auf die gleichen Stoffe zuriickzufiihren sind. 


= 


Euler u. Signe Karlson, diese Zeitschr. 130, 550, 1922. 

Harden u. Zilva, Biochem. J. 15, 438, 1921. 

Eijkman, van Hoogenhuize u. Derks, J. of biol. Chem. 50. 311, 1922. 
Robertson u. Davis, J. Inf. Diseases 32, 153, 1923. 

Williams u. Waterman, Proc. Exp. Biol. and Med. 25, 1. 1927. 
Reader, Biochem. J. 23, 689, 1929 und 24, 1827, 1930 

H. Chick u. Copping. ebendaselbst 24. 1764, 1930. 
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So treten, wie der eine von uns (H.v. Euler) kirzlich in einem 
Vortrag! betont hat, Wachstumsvitamine B und Wachstumsfaktoren 
BP oft gemcinsam in Organen junger Pflanzen auf. 

Es muB in diesem Zusammenhang gleich betont werden, dab 
nichts fiir die Einheitlichkeit dieser ,,Faktoren’ spricht. Man ist von 
der Annahme der Einheitlichkeit ausgegangen, weil man sowohl ,, Bios*‘ 
wie andere ahnliche Stoffe stillschweigend als Katalysatoren oder als 
eine Art enzymatischer Hilfsstoffe angesehen und sie so gewissermaBen 
den Substraten gegeniibergestellt hat. Dies ist natiirlich noch ganz 
hypothetisch, und die Extrakte, um die es sich hier handelt, kénnen 
sehr wohl Komponenten von Baustoffen oder Umsatzstoffen der Zellen 
und Gewebe sein. 

Im gegenwartigen Stand der Forschung ist es jedenfalls schwer, 
die einzelnen hypothetischen Wachstumssubstanzen fiir Pflanzen von- 
einander abzugrenzen. Dazu kommt noch, daB der alteste Reprasentant 
dieser Gruppe, der Faktor ,,Bios‘*, einen wenig gecigneten Namen 
erhalten hat, insofern ganz ahnliche und in manchen Sprachen (z. B. 
schwedisch) vollkommen gleiche Bezeichnung ,,Biose‘* in der Chemie 
bereits vergeben und streng definiert ist, wodurch in der Biochemie 
und Pflanzenchemie eine stérende Doppeldeutigkeit entsteht. Eine 
vereinfachende Modifikation der gegenwartigen Bezeichnungen und da- 
mit eine Anbahnung einer systematischen Nomenklatur scheint uns 
deswegen wiinschenswert. 

In Riicksicht auf die bereits bestehende Nomenklatur bei den 
Vitaminen ist es wohl notwendig, wenn es sich um die allgemeine Be- 
zeichnung von Wachstumsstoffen tiberhaupt handelt, den Buchstaben B 
heizubehalten. 

Die oben genannten Vitamine sind dann durch ihre Zahlen- 
indexe B, bis B, gekennzeichnet; irgendeine Anderung ist in dieser 
Hinsicht nicht nétig (vgl. Chick u. Copping, 1930). 

Fir die Wachstumsfaktoren. deren Wirksamkeit an hoheren 
oder niedrigeren Pflanzen nachgewiesen ist, schlagen wir die Be- 
zeichnung BP vor, wobei der nebengestellte Buchstabe P den Ausdruck 
fiir Pflanze (plant, plante. pianta. planta) in den wichtigsten Kultur 
sprachen andeutet. 

Ist dann ein auf pflanzliches Material als wirksam erwiesenet 
Wachstumsstoff von den iibrigen Gliedern der B P-Gruppe abgegrenzt, 
sei es durch seine chemischen Eigenschaften oder biologischenWirkungen, 
so kann er durch einen Zahlenindex BP,, BP, usw. oder durch die 


Gehalten am 16. Dezember 1931 vor der Kaiser Wilhelm- Gesellschaft 
in Berlin-Dahlem. 
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Angabe der Pflanze, auf die er spezifisch wirksam ist, gekennzeichnet 
werden, z. B. BP-Avena. 

In dieser Weise wiirde nicht nur eine gréBere Ubersichtlichkeit 
uber die immer zahlreicher werdenden Faktoren des Wachstums gewahr- 
leistet, sondern es ist zu hoffen, daB das Vorhandensein einer systemati- 
schen Nomenklatur das Streben beférdert, die tatsachlich isolierten 
oder die nach physiologischen Wirkungen vermuteten Wachstums- 
stoffe durch exakte Versuche in das bestehende System einzuordnen?. 


VI. Zusammenfassung. 

Durch Versuche mit Coleoptilen von Avena sativa wird gezeigt, 
da unter solchen Bedingungen, bei welchen Went aus den Spitzen 
derselben einen Wachstumsfaktor fiir das gleiche Coleoptil extrahieren 
konnte, auch ein Wachstumsfaktor fiir Hefe, Saccharomyces cerevisiae 
austritt. Setzt man Wasser, in welchem abgeschnittene Coleoptil- 
xpitzen gelegen hatten, einem synthetischen Substrat zu, auf dem sich 
Hefe nur sehr wenig entwickelt, so erzielt man eine erhebliche Be- 
schleunigung des Wachstums: wahrend einer zweistiindigen Wirkungs- 
zeit dieser Spitzen wird die Hefevermehrung 25mal gréBer als ohne 
diesen Zusatz. Man kann annehmen, daB die abgeschnittenen Coleoptil- 
spitzen auch den Zuwachsfaktor fiir Hefe analog denjenigen fiir Avena- 
Coleoptile bilden. 

Bei der Kultur mehrerer Pilzarten: Rhizopus tritici, Rhizopus 
nigricans, Aspergillus Wentii sowie Penicillium konnte die Synthese 
eines auf Hefe wirksamen Zuwachsfaktors nachgewiesen werden. Ver- 
suche von: Nielsen, welcher angab, daB ,,Rhizopin’-Praparate, welche 
das Wachstum abgeschnittener Avenacoleoptile bef6rdern, auch einen 
Zuwachsfaktor fiir Hefe enthalten, wurden bestitigt. 

Ks wird ein einheitliches Bezeichnungssystem fiir wasserlésliche 
vegetabilische Wachstumsfaktoren vorgeschlagen, deren Zahl sich in 
der letzten Zeit stark vermehrt hat. Besonders soll die Bezeichnung 
Bios durch eine geeignetere ersetzt werden, da dieses Wort in der Zucker- 
chemie bereits in Anspruch genommen ist. Die vegetabilischen Wachs- 
tumsfaktoren sollen im allgemeinen mit BP bezeichnet werden, wobei 
die verschiedenen Faktoren entweder durch einen Zahlenindex oder 
durch Angabe der spezifischen Wirksamkeit charakterisiert werden, 


' Eine Substanzgruppe, welche sich den vegetabilischen Wachstums- 
faktoren anschlieBt, sind die sogenannten Wundhormone, welche eine 
starke Neubildung von Zellen an der Schnittflaiche eines verwundeten 
pflanzlichen Gewebes hervorrufen (vgl. zB. Wehnelt, |.c.). Anscheinend 
kénnen chemisch verschiedene Substanzgruppen als Wundhormone fun 
vieren; jedenfalls ist iiber Beziehungen zu Wachstumsfaktoren noch nichts 
bekannt, und dadurch ist eine Nomenklatur hier noch nicht aktuell. 

















Untersuchungen iiber die Vorginge bei der Maskierung 
von Haptenen durch Lipoide. 


Von 
Hermann Rudy. 


Aus der Deutschen lorschungsanstalt fiir Psychiatrie (Kaiser Wilhelm 
Institut) in Miinchen. | 


(Eingegangen am 12. Januar 1932.) 


Die Fahigkeit gewisser Organlipoide, die Reaktion von Haptenen 
mit ihrem Antiserum im Komplementbindungsversuch zu verhindern 
bzw. abzuschwachen, ist von Plaut und Kassowitz (2) (3) und Plaut 
und Rudy (4) (6) an zahlreichen Beispiclen gezeigt worden. Wir sind 
nun beim Studium der Maskierung von Hirnlipoiden durch Serum- 
lipoide (4) auf Tatsachen gestoBen, die zu einer etwas allgemeineren 
Betrachtung anregten und daher im folgenden mitgeteilt seien. 

Es sei hier kurz wiederholt, wie die genannte Maskierung gezeigt 
werden konnte. Menschliches oder tierisches Serum wurde mit det 
zehnfachen Menge Alkohol gefallt und nach mehrstiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur und kurzem Erwarmen auf 56°, wobei ab und zu 
umgeschiittelt wurde, abfiltriert. Zu dieser alkoholischen Lésung de1 
Serumlipoide wurden dann 0,05°%, Hirnlipoide (bezogen auf das 
Volumen des Serums) in Form einer 1°, igen Aufschwemmung in 
(0,85°/,igem) NaCl gegeben, die klare Lésung im Vakuum zur Trockne 
verdampft und das zuriickgebliebene Gemisch von Serum- und Hirn- 
lipoiden in der dem urspriinglichen Serumvolumen entsprechenden 
Menge NaCl (0,85°/jig) oder Alkohol aufgenommen. Beim Vergleich 
dieser Serumextrakt-Hirnextraktgemische mit gleichkonzentrierten 
Aufschwemmungen bzw. Lésungen von Hirnextrakt in NaCl bzw. 
Alkohol (ohne Serumlipoide) zeigte sich stets eine stark ausgesprochene 
Maskierung der Hirnlipoide gegeniiber dem Hirnantiserum, die sich in 
den meisten Fallen bis zur vélligen Verdeckung auswirkte. (Diese 
Versuchsanordnung sei im folgenden als Versuch A bezeichnet.) 

Es hat sich nun die merkwirdige Tatsache ergeben, daB genuine 
Sera trotz der darin enthaltenen Lipoide im Gegensatz zu den isolierten 
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Serumlipoiden den Hirnextrakt nur wenig und in sehr vielen Fallen gar 
nicht maskieren. Bei Verwendung von aktiven Sera kann der Kom- 
plementgeha!lt der Sera die Himolyse steigern und eine Maskierung 
vortauschen. Die Sera miissen deshalb inaktiviert werden. Gibt man 
z. B. zu inaktivem Serum eine 1°%ige Aufschwemmung von Hirn- 
extrakt in NaCl (fiir ein 0,05°,iges Gemisch also 0,05 ccm Hirnextrakt 
auf 1 cem Serum), schiittelt durch und priift nun dieses Gemisch aus 
Serum und Hirnextrakt mit der Komplementbindungsmethode, so 
ergibt sich keine oder nur eine geringe Abnahme der spezifischen 
Hemmung gegeniiber einem 0,05°%,igen Hirnextrakt in NaCl. Wi 
zeigen in der folgenden Tabelle neben diesen Versuchen auBerdem noch 
eine Maskierung durch die isolierten Serumlipoide nach Versuch A 
Zur Verwendung kamen zwei verschiedene Sera (H. und E.). 


Tabelle I. 

0,25ccem Antiserumverdiinnung und 0,25cem des 1:6 mit NaCl 
verdiinnten Serum-Hirnlipoidgemisches bzw. Hirnlipoids bzw. Serum- 
lipoid-Hirnlipoidgemisches bleiben mit 0,25cem 12fach verdiinntem 
Meerschweinchenserum | Stunde bei 37° stehen. Dann werden 0,5 cem 
Hammelblut-Ambozeptor zugegeben und die Himolyse nach 24 Stunden 
abgelesen!. 
Reaktion des Antiserums 2685 mit Serum-Hirnextraktgemischen, mit Hirn 
extrakt in NaCl (ohne Serum) sowie mit Serumlipoid-Hirnlipoidgemischen. 





Verdiinnung des Antiserums 


W190 | Meo |) "leo | “Iso | Mie | "se 64 
Inaktiviertes Serum H. + 0,05% 
Hirnextrakt. .... ro 0 () 0 0 Spch. fh k 
Inaktiviertes Serum EF. + 0,05 °, 
ee 0) 0 ) Spch. k h k 
0,05 % Hirnextrakt in NaCl : 0 0 0 0 Speh. fk k 
Serumlipoide H. + 0,05 % Hirn- 
extrakt nach Versuch A .. . fk h k k k h k 


Man erkennt sofort, da die Lipoide im Serum in einer Form 
vorliegen, in der sie zur Maskierung ungeeignet sind. Man kénnte 
im Sinne des von Sachs (7) (8) (9) geschaffenen Begriffes der .,Dis- 
ponibilitat‘’ — sagen: die Serumlipoide sind im Serum zur Maskierung 
von Antigenen lipoiden Charakters nicht ,,disponibel“. Ausgehend 


' Grade der Hamolyse: 


k komplette Hamolyse w wenig Hamolyse 
ik — fast komplette Haimolyse Spur Spur Haémolyse 
st starke Hamolyse Spch Spiirchen Hémolyse 


m maBige Haimolyse 0 keine Haimolvse 
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von der Tatsache, daB gewisse wasserige Organsuspensionen einerseits 
nicht imstande sind, bei intravendser Injektion Antikérper gegen die 
betreffenden Organlipoide zu erzeugen, waihrend die alkoholischen 
Extrakte dieser Organe bei Zusatz eines ,,Schleppers sehr wohl dazu 
geeignet sind, und daB sie andererseits nicht mit den entsprechenden 
Organlipoidantisera zu reagieren vermégen, haben H. Sachs und Mit- 
arbeiter an zahlreichen Beispielen darauf hingewiesen, daB die be- 
sondere Art der Speicherung der Lipoide fiir dieses Verhalten mab- 
yebend sei. Es lag nahe, die mangelnde Disponibilitaét auf eine Wechsel- 
wirkung zwischen den Lipoiden und den anderen Organbestandteilen 
(insbesondere dem EiweiB) zuriickzufiihren (H. Sachs). Da die anti- 
korpererzeugende Funktion von Serumlipoiden im Serum larviert ist, 
waihrend sie nach Extraktion mit Alkchol bei der Kombinations- 
immunisierung deutlich hervortritt, hat A.J. Weil (11) gezeigt. In 
gleicher Wiese miissen wir zunichst auch hier die besondere ,,Speiche- 
rung’ der Lipoide im Serum dafiir verantwortlich machen, daB der 
Hirnextrakt nicht maskiert wird. 

Man kann nun auch die extrahierten Serumlipoide auf einfache 
Weise in einen solchen kolloidalen Zustand bringen, daB sie nicht meh 
in der Lage sind, Hirnextrakt zu maskieren. Hier ist eine Wechsel- 
witkung chemischer oder physikalischer Art zwischen den Serum- 
lipoiden und den anderen Serumbestandteilen nicht mehr méglich, 
so daB der Mangel an maskierender Fahigkeit nur auf den besonderen 
kolloidalen Zustand zuriickzufihren ist. Somit ist es denkbar — aber 
nicht bewiesen — , daB in den im Versuch von Tabelle 1 verwendeten 
Serum-Hirnextraktgemischen die Unfahigkeit der Serumlipoide, den 
zugesetzten Hirnextrakt zu larvieren, ebenfalls nur auf ihrem be- 
sonderen kolloiden Zustand beruht. 

Die Serumlipoid-Hirnextraktgemische, in denen die Reaktions- 
fahigkeit des Hirnantigens noch erhalten ist, werden folgendermaBen 
hergestellt (kurz Versuch B genannt): die Serumlipoide werden durch 
Extraktion mit der zehnfachen Menge Alkohol, Abfiltrieren, EKin- 
dampfen im Vakuum und Aufnehmen in NaCl (urspriingliches Serum- 
volumen) gewonnen. Dann setzt man die entsprechende Menge Hirn- 
extrakt in NaCl zu (z. B. 0,05ccem 1°%,igen Hirnextrakt auf 1 cem 
der Serumlipoide) und schiittelt durch. Vergleicht man diese Gemische 
mit 0,05°%,igén Hirnlipoidaufschwemmungen, so kann man keine ode! 
nur geringe Maskierung feststellen. 


Tabelle 11. 
0,25cem Antiserumverdiinnung, 0,25cem der 1:6 mit NaCl 
verdiinnten Aufschwemmungen und 0,25ccm zwolffach verdiinntes 
Meerschweinchenserum werden 1 Stunde bei 37° gehalten. Dann 


ON * 
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kommen 0,5 ccm Hammelblut-Ambozeptor dazu. Die Hamolyse wird 
nach 24 Stunden abgelesen. 

Wir haben die Versuche mit zwei Antisera und zwei verschiedenen 
Serumlipoiden ausgefihrt. 


Reaktion der Hirnantisera mit den Serumlipoid-Hirnlipoidautschwemmungen 
(hergestellt nach Versuch B) sowie mit Hirnextrakt in NaCl. 





Verdiinnung 


1 20 40 - lt 42 


Antiserum 2856 
Serumlipoid + 0,05°,, Hirnextrakt 
ST) oa ; 0 ( 0 Spch. A k 
0.05 °% Hirnextrakt in NaCl... 0 0) 0 0 k } 


Antiserum 2759 
Serumlipoid + 0,05°, Hirnextrakt 
WEN fs So. Ss ee es 0) 0 Speh. h h / 
005°, Hirnextrakt in NaCl... 0 0 0 k jh k 





Man erkennt ganz deutlich, wie verschwindend der Einflub de: 
Serumlipoide in diesem Falle ist. Wir méchten jedoch bemerken, 
daB auch ab und zu Maskierungen stairkeren Grades vorkommen. 
Der groBe Unterschied in der Wirksamkeit der maskierenden Serum- 
lipoide, der zwischen der Versuchsanordnung A und B zu erkennen 
ist, bleibt jedoch in allen Fallen bestehen und kann nur auf kolloid 
chemische Ursachen zuriickzufiihren sein. 


Die kolloiden Aufschwemmungen von Hirnextrakt und von Serum- 
lipoiden, die durch Abdampfen der alkoholischen Lésungen und Auf- 
nahme in NaCl gewonnen werden, enthalten beide bestimmt gebaute 
Kolloidteilchen (Micellen). Kolloidchemisch betrachtet stellt jede 
Micelle eine Adsorptions- oder Molekiilverbindung der verschiedenen 
Extraktbestandteile mit einer bestimmten elektrischen Ladung dar. 
So muB man sich vorstellen, daB die Micellen in der Aufschwemmung 
des Hirnextraktes (kurz ,,Antigenmicellen™ genannt) einerseits aus den 
Molekilen des spezifischen Hirnantigens, andererseits aus den un- 
spezifischen Begleitstoffen bestehen. Wie die Komplementbindungs- 
versuche mit Hirnantiserum ergeben, sprechen die Antikérper auf 
diese Art der Antigenmicellen spezifisch an. In der kolloiden Auf- 
schwemmung der Serumlipoide liegen maskierende und nichtmaskierende 
Substanzen! vor, die sich infolge der Adsorptionski afte wiederum zu 
Micellen bestimmten Charakters vereinigt haben  (,,maskierende 


1 DaB wir zu einer solchen Unterscheidung berechtigt sind. konnten 
Plaut und Rudy in einer friiheren Mitteilung zeigen (4). 
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Micellen**). Mischt man nun die beiden Kolloide mechanisch durch. 
<0 verteilen sich die einzelnen Micellarten unter Erhaltung ihrer Eigenart 
wohl gleichmaBig in dem kolloiden System, aber infolge der besonderen 
Struktur der beiden ist die riumliche Entfernung zwischen Antigen 
und maskierender Substanz so groB, daB es zu keiner besonderen Beein- 
flussung der Antigenmicelle kcmmt. Bei Zugabe des Hirnantiserums 
reagieren deshalb die Antigenmicellen so, als ob die Micellen der Serum- 
lipoide gar nicht vorhanden waren, und es kommt zu einer spezifischen 
Komplementbindung. Dadurch erklart sich das Ergebnis der Versuchs- 
anordnung B. 


Anders liegen die Verhaltnisse hei der Versuchsanordnung A. In 
der alkoholischen Lésung findet eine ideale Mischung von Antigen 
und maskierender Substanz statt. so daB die Bedingung fiir eine Reaktion 
zwischen den beiden iuBerst giinstig sind. Fiihit man nun diese echte 
Lésung in ein kolloides System iiber, seies durch Eindampfen im Vakuum 
und Aufnehmen des Riickstandes in NaCl, sei es durch Einengen und 
KingieBen der alkoholischen Lésung in NaCl. so kénnen sich Antigen- 
micelle und maskierende Micelle nicht mehr getrennt herausbilden. 
Es entstehen Kolloidteilchen, die beide Antagonisten gleichzeitig ent- 
halten, sei es in stirkerer chemischer oder in schwacherer adsorptiver 
Bindung. Hier befinden sich beide in so groBer riumlicher Nahe, daB 
eine gegenseitige Beeinflussung der beiden molekularen Kraftfelder 
und somit eine Larvierung méglich ist, ohne da®B vorher die Ober- 
flachenkrafte der Micellen iiberwunden werden miissen. 


Damit ist noch nicht entschieden, ob es sich um eine Salzbildung 
oder um irgendeine andere chemische Reaktion zwischen zwei organi- 
schen Kérpern oder um eine Adsorption handelt. Wir kennen zunichst 
lediglich die Bedingungen, unter denen die Reaktion tiberhaupt eintritt. 


Wir konnten an dem System Cholesterin—Lecithin die gleichen 
Beobachtungen machen wie bei den Hirnextrakt-Serumlipoidgemischen. 
Cholesterin wird nach H. Sachs und A. Klopstock (10) durch Lecithin 
larviert, so da®B sein Nachweis mit Hilfe von Cholesterinantiserum 
nicht mehr gelingt. Dies gilt, wie wir nun feststellen konnten, in weiten 
Grenzen, aber nur dann, wenn sich die Cholesterinmicelle erst in Gegen- 
wart von Lecithin bildet, d. h., wenn man das Cholesterinsol aus einer 
alkoholischen Lésung von Cholesterin darstellt, die gleichzeitig Lecithin 
enthalt. LaBt man beide Micellen zuerst als solche entstehen, d. h., 
macht man erst das Cholesterinsol fiir sich und gibt dann eine kolloide 
Lésung von Lecithin in NaCl zu, so tritt keine Maskierung ein. Nur 
bei groBen Mengen von Lecithin ist eine geringe Abschwachung de: 
Reaktion Cholesterin-Cholesterinantiserum im Vergleich zu dem Chole- 


sterinsol ohne Lecithin festzustellen. 
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Der Versuch gestaltete sich folgendermaben : 

Versuchsreihe A. Zu je 1 cem einer 0,1°,igen Lésung von Chole- 
sterin in Alkohol wurden 0,1, 0,05 und 0,01 cem einer 1°igen Lésung 
von Lecithin! in Alkohol gegeben. Dann wurde durch Verdiinnen mit 
serumhaltigem NaCl — zur Verhinderung der Eigenhemmung des 
Cholesterins [Plaut und Kassowitz (2)] — im Verhaltnis 1:8 das Chole- 
sterinsol hergestellt und gegen Cholesterinantiserum angesetzt. 

Versuchsreihe B. Aus je lcecem einer 0,1° igen alkoholischen 
Cholesterinlésung wurde durch Verdiinnen mit serumhaltigem NaC! 
(1:8) ein Sol gemacht. Zu dreien dieser Sole wurden dann je 0,1, 0,05 
und 0,0leccm einer 1°%igen Lésung von Lecithin in NaCl gegeben, 
durchgeschiittelt und gegen Cholesterinantiserum im Komplement- 
bindungsversuch angesetzt. 

GewichtsmaBig ist das Verhaltnis von Lecithin zu Cholesterin in 
beiden Fallen also 1:1, 1:0,5 und 1:0,1. Zum Vergleich diente ein 
Cholesterinsol ohne Lecithin, dargestellt durch Verdiinnen der 0,1 °,igen 
Cholesterinlésung mit serumhaltigem NaCl im Verhaltnis 1: 8. 


Tabelle IT]. 


0,25ccem Antiserumverdiinnung, 0,25 ¢cm Cholesterinsol bzw. 
Cholesterin-Lecithinsol und 0,25ccm zwélffach verdiinntes Meer- 
schweinchenserum werden 1 Stunde bei 37° gehalten. Dann erfolgt 
Zugabe von 0,5 ccm Hammelblut-Ambozeptor und Ablesen der Hamolyse 
nach 24 Stunden. 


Reaktion des Cholesterinantiserums 2829 mit Cholesterin und Cholesterin- 
Lecithingemischen. 





Verdiinnung des Antiserums 


Mio "eo ' 40 Iso li 60 Visa lea 
( holesterin ohne Lecithin . 0 it) 0 () w m h 
Cholesterin + Lecithin 
1:1 , k k k h k h k 
OS | Versuchs- | k k L P j k k 
1:04 | anordnung A | fk fk k k j Ie 
hed , 0 0 0 fk A k h 
1:05 | Versuchs- | 0 0 0 uw me st k 
1-01 | anordnung B | 0 0 a 0 a a k 


Die Unterschiede sind auch hier ganz eindeutig. Besonders bei 
dem Verhaltnis von Cholesterin zu Lecithin 1: 0,1 sieht man, wie das 
Cholesterin nach Versuchsanordnung A schon durch ein Zehntel seines 


' Das Lecithin war aus Menschengehirn dargestellt worden, siehe 
Plaut und Rudy (5). 
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Gewichts an Lecithin vollstandig maskieit. nach Versuch B aber gar 
nicht beeintrachtigt ! wird. 

Es hat sich somit an zwei Beispielen zeigen lassen, dap eine Mas- 
kierung von nennenswertem Ausmap nur dann auftritt, wean die Antigen- 
micelle sich in Gegenwart der maskierenden Substanz heraushildet, dap 
cine solche aber vollkommen oder fast vollkommen ausbleibt, wenn man 
die bereits gebildeten Antigen- und maskierenden Micellen aufeinander 
cinwirken lapit. 

Bei weiterer Analyse der Maskierung von Hirnextrakt durch Serum- 
lipoide hatte sich ergeben, dap eine chemische Reaktion, wie etwa di 
Bildung eines Salzes oder eines sonstwie chemischen verdnderten Antigens, 
nicht vor sich geht: denn man konnte durch geeignete chemisch indifferente 
Methoden die Maskierung leicht wieder riickgangig machen. Extrahiert 
man z. B. das Gemisch von Hirnlipoiden und Serumlipoiden, das man 
durch Eindampfen der alkoholischen Lésung erhalten hat, mit viel 
\ceton (oder Ather), so kann man nach dem Aufnehmen des Aceton- 
(oder Ather-)léslichen in NaCl oder Alkohol (urspriingliches Serum- 
volumen) eine fast ungeschwachte Wiedergewinnung feststellen. Diese 
Ergebnisse sind bereits bei Plaut und Rudy (4) mitgeteilt worden. 

Auf Grund der erwahnten Tatsachen mu man wohl annehmen, dap 
es sich bei der Maskierung um eine lockere (Adsorptions- oder Molckiil-) 
Verbindung des Antigens mit der maskierenden Substanz handelt, zwar so, 
dap die spezifischen Rezeptoren des Antigens durch den maskierenden 
Bestandteil besetzt werden und so eine Bindung mit dem Antikdrper nicht 
:ulassen. Durch Behandlung mit einem indifferenten Lésungsmittel 
wird dieser Vorgang leicht riickgingig gemacht. 

Fiir diese Auffassung spricht besonders das Beispiel Cholesterin- 
Lecithin; denn hier ist eine chemische Bindung zwischen den beiden 
Kérpern von vornherein unwahrscheinlich. Die Maskierung des 
Cholesterins durch das Lecithin kann daher nur physikalisch-chemischet 
Art sein, und da wir auch an diesem Beispiel ihre Abhangigkeit von det 
Herstellungsart des Gemisches Antigen-maskierende Substanz fanden, 
wird unsere Ansicht vom Zustandekommen dieser Erscheinung nut 
hekraftigt. 

Eine weitere Stiitze dieser Anschauungen bot sich uns bei den 
Maskierungsversuchen in vivo. Plaut und Rudy (6) konnten feststellen, 
daB die Gewinnung von Cholesterinantisera, die beim Kaninchen mit 


Die Beobachtung. da®B zwischen zwei derartig hergestellten kolloiden 
Systemen Unterschiede im px bestehen kénnen [F'rdnkel und Tamari (1)}, 
halten wir zur Erklirung der Unterschiede zwischen Versuchsanordnung A 
und B nicht fiir ausreichend. Es ist allerdings denkbhar. da® sie den Effekt 
selbst begiinstigen. 
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groBer Regelmabigkeit vor sich geht, durch Zusatz von Lecithin zu dem 
zur Injektion verwandten Cholesterin hintangehalten werden kann. 
Es zeigte sich aber, daB auch diese Erscheinung von der Art der Her- 
stellung der Cholesterin-Lecithingemische abhangig ist. 

In den friiher mitgeteilten Versuchen (6) wurde eine Aufschwemmung 
von Lecithin in NaCl zur alkoholischen Lésung des Cholesterins gegeben 
und dann daraus durch EingieBen in siedendes destilliertes Wasser ein 
Cholesterin-Lecithinsol gewonnen. Alle sechs mit solchen (aus 
wechselnden Mengen von Lecithin und gleichen Mengen von Cholesterin 
bestehenden) Solen und Schweineserum immunisierten Tiere ergaben 
kein Cholesterinantiserum [s. Tabelle II bei Plaut und Rudy (6)). 

Stellt man das zur Immunisierung verwendete Gemisch bei 
gleicher Menge und gleicher Konzentration von Lecithin und Chole- 
sterin — nun so her, daB man zunachst aus dem alkoholischen Chole- 
sterin ein Sol bereitet, dann Schweineserum, NaCl und zuletzt Lecithin 
in NaCl zugibt, so ist der Ausfall der Cholesterinantisera nur gering. 
Von vier Tieren, von denen zwei je 20 mg Cholesterin + 2 mg Lecithin, 
die zwei anderen je 20 mg Cholesterin + 20 ¢ Lecithin erhalten hatten, 
blieb nur eins vollstindig aus Zwei Tiere ergaben Sera, die mit Chole- 
sterinsol in der Komplementbindung unvollstandige Hemmung der 
Himolyse bei den Serumverdiinnungen 1: 10, 1: 20 und 1: 40 zeigten. 
Ein Tier zeigte vollstaindige Hemmung der Himolyse bis zur Ver- 
diinnung 1:40. Von einer Tabelle sei hier abgesehen. 

Es scheint demnach, daB auch fiir die Maskierung in vivo der kolloid - 
chemische Charakter der Cholesterin-Lecithingemische von ausschlag- 
gebender Bedeutung ist, indem die Bildung der Cholesterinantikérper nur 
dann unterbleibt, wenn die Bedingungen zur kolloidchemischen Anderung 
der Cholesterinmicelle durch Lecithin optimal sind. 


Zusammenfassung. 


1. Im Gegensatz zu den isolierten Serumlipoiden vermag das 
genuine Serum die antigene Faihigkeit von Hirnextrakt im Komplement - 
bindungsversuch nicht zu maskieren. 


2. Maskierung tritt ferner nicht ein, wenn man die bereits aus- 
gebildeten kolloiden Systeme Hirnextrakt und Serumlipoide nur 
mechanisch mischt. Es ist vielmehr zu einer Maskierung notwendig, 
daB die Bildung der ,,Antigenmicelle*‘ in Gegenwart der Serumlipoide 
vor sich geht. Auf diese Weise wird (wahrscheinlich durch Adsorption 
der maskierenden Substanz an das Antigen) das letztere so verandert, 
daB die Bindung an den Antikérper nicht mehr stattfinden kann. 


3. Das gleiche gilt fiir die Maskierung des Cholesterins gegeniiber 
Cholesterinantiserum durch Lecithin bei der Komplementbindung. 
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4. Die Reaktion Hirnantigen-Serumlipoid ist nicht irreversibel in 
dem Sinne, daB ein chemisch verindertes Antigen entstiinde. Die 
Riickzerlegung mit Hilfe des Acetons zeigt vielmehr, daB es sich um 
eine lockere (Adsorptions- oder Molekiil-) Verbindung handelt. 

5. Auch fiir die Unterdriickung der Bildung von Cholesterin- 
antikérpern im Kaninchen durch Zusatz von Lecithin zum Cholesterin 
ist es von Wichtigkeit, daB man nicht die fertigen kolloiden Systeme 
mechanisch mischt, sondern daB man die Uberfiihrung des Cholesterins 
(aus seiner alkoholischen Lésung) in den kolloidalen Zustand in Gegen- 
wart von Lecithin vornimmt. Nur dann ist die Maskierung in vivo 
regelmaBig. 
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Kalorimetrische Bestimmungen im Blute, Blutkérperchen, 
Blutserum und Blutplasma bei gesunden und kranken Menschen 
und beim Tier. 


Von 
A. Gigon, M. Noverraz und E. Holfmann. 


(Aus der Medizinischen Universitatspoliklinik Basel. 


(Eingegangen am 12. Januar 1932.) 


AnlaBlich von Untersuchungen tiber die Schwankungen des Gesamt- 
kohlenstoffs und des Gesamtstickstoffs im Blute unter verschiedenen 
Bedingungen haben wir festgestellt, daB in der Literatur keine einzige 
kalorimetrische Bestimmung des Blutes oder seiner im Titel erwahnten 
Bestandteile aufzufinden ist. 


Da wir hofften, mit Hilfe solcher Bestimmungen nicht nur eine 
Licke in den Untersuchungen des Blutes auszufiillen, sondern auch 
weitere Anhaltspunkte zur Kenntnis von uns besonders interessierenden 
Stoffwechselvorgangen zu gewinnen, haben wir derartige Analysen 
unternommen. Uber diese berichten wir im folgenden. 


I. Methodik. 


Die kalorimetrischen Bestimmungen haben wir mit der Berthelot- 
schen Bombe, System Berthelot-Mahler-Knécker, ausgefiihrt. Wir 
setzen voraus, daB die Apparatur und die Methodik bekannt sind 
Folgende kleine technische Einzelheiten -eien erwahnt, die das Arbeiten 
erleichtern. 

Die Linge, bzw. das Gewicht des Metallfadens, der den elektrischen 
Strom durch die komprimierte Pastille der Trockensubstanz leitet, mu8 
immer genau bestimmt werden. Die Verbrennungswairme wird ein fii 
allemal bestimmt. 


8,67 ¢m Faden 0,0129 g: 10 eal. 


Die Temperatur des Wassers im Kalorimeter soll am besten 1° niedriger 
sein als diejenige des Untersuchungszimmers. 
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Die Menge Substanz. die zur Verbrennung dient. wird so gewahlt 
daB die SchluBtemperatur im Kalorimeter etwa 1° iiber derjenigen det 
Umgebung steht. Die Thermometerablesungen finden jede Minute statt 
Hat man ein langsames, gleichmaBiges Steigen der Temperatur, so werden 
die Ablesungen 5 Minuten noch weiter durchgefiihrt. Dann wird die Sub 


stanz mit Hilfe des elektrischen Stromes angeziindet. Die elektrische 
Lampe am Rheostat soll etwas weniger als | Sekunde brennen. Die Thermo 
meterablesungen gehen unverandert weiter. Ist das Maximum erreicht 


so werden weitere fiinf bis sechs Ablesungen gemacht: darauf wird dix 
Bestimmung abgeschlossen. Das Thermometer mu stets in der gleichen 
Lange ins Wasser tauchen. 


Die Vorbereitung des Blutes baw. Serums oder Plasmas wurde in folgende 


Weise ausgeftihrt: Das Blut wird auf einer Glasplatte zu einer diinnen 
schicht gegossen und bei 50° getrocknet. Nach 6 bis 8 Stunden ist das Blut 
vollstandig trocken. Das Trocknen itiber Chlorealcitum im Exsikkato1 


nimmt bedeutend mehr Zeit in Anspruch und liefert keine anderen Wert« 
Die nétige. aber auch ausreichende Menge fiir eine Bestimmung ist etwa 
05g Trockensubstanz. , Eine Doppelbestimmung verlangt die Entnahme 
von 4 bis 5 g Gesamtblut bzw. von 8 bis 10 g fiir die Bestimmung im Plasma 
oder Serum oder in den Erythrocyten. Da das getrocknete Blut hygro 
skopisch ist, muB es in Wageglaschen im Exsikkator aufbewahrt werden: 
ebenso sind die aus Blut hergestellten komprimierten Pastillen im Wag: 
glischen zu verschlieBen. Stets wurden Doppelbestimmungen gemacht 
Die Analysen wurden fiir gut befunden, wenn die Differenz maximal 25 cal 
betrug. In der Regel hatten wir Differenzen von 5 bis 15 ecal.. z. B. die erste 
Bestimmung ergab 5451. die zweite Bestimmung 5466 cal. Bei gréBeren 
Differenzen wurde, wenn Material noch vorhanden war. eine dritte Be 
stimmung ausgefiihrt, anderenfalls wurden die Untersuchungen nicht 
hberiicksichtigt. Wir haben im ganzen etwa 400 kalorimetrische Be 
stimmungen ausgefiihrt. 


Bei Bestimmungen im Gesamtblut wurde das Blut entweder direkt aus 
der Armvene auf die Glasplatte gegossen, oder es wurde mit minimalen 
Mengen Liquoid! (Firna Hoffmann La Roche) ungerinnbar gemacht und 
nachtraglich auf die Platte gegossen. (Dieses Verfahren wurde fiir den 
Transport vom Schlachthaus bzw. vom Aufenthaltsort des Patienten in 
das Laboratorium angewandt.) 


Fir die Bestimmungen im Serum und Plasma des gleichen Blute- 
wurden stets. um eventuelle Differenzen zu vermeiden, zu gleicher Zeit 
das Plasma und das Serum zentrifugiert. 


Das defibrinierte Blut wurde durch kraftiges Schiitteln mit Glas 
perlen gewonnen. 

Zur Gewinnung des Erythrocytenbreies wurde mit physiologischer 
NaCl-Lésung Wiederholt gewaschen und zentrifugiert. 


Zwei Beobachtungen seien hier erwihnt: Trocknet man Plasma oder 
Serum auf der Glasplatte. so wird diese arrodiert: das getrocknete Pulver 
laBt sich nicht leicht entfernen. Der Erythrocytenbrei dagegen arrodiert 
das Glas nicht und ist glatt von der Platte zu entfernen. Diese Beobachtung 
ist wohl auf die Lipoidmembran der Erythrocyten zuriickzuftihren 


Polyanetholsulfosaures Natrium (3 bis 5° /go) 
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Kine weitere Beobachtung ist. daB bei der Zubereitung der Pastillen 
(Plasma, Serum, Blutkérperchen) die Anwendung von Messing vorzuziehen 
ist. Beim Komprimieren zwischen zwei Stahliplittchen bleibt die Pastille 
leicht kleben. Die Pastillen aus Plasma oder Serum sind weniger kormpakt 
und zerbrechlicher als die aus Gesamtblut oder Erythrocyten. 


Wir haben untersucht, ob kalorimetrische Differenzen  bestehen 
zwischen dem Serum des keagulierten Blutes und demjenigen des 
defibrinierten Blutes, sowie zwischen den Blutkérperchen des defibri- 
nierten Blutes und demjenigen des mit Liquoid versetzten Blute 


Tabelle J. 





Serum aus Blutkérperchen aus 
—ee —— Liquoidblut a 
OS ee 4886 4916 5531 5504 
Kubblut . . nan 2 5639 5651 
Menschenblut: 
Diabetes gravis . . 5110 5167 5527 5534 
Geringe Hypertonie 
re 5162 5144 5560 5573 
Arteriosklerose .. . 5629 5607 
Hypertonie 200m Hg 5202 5263 — 
% eL0 . x. _— - 5588 5609 
” | 5287 5254 —_ 
Kreislaufstérung . . 5293 5298 — 


Tabelle I zeigt, daB groBbe Differenzen hier nicht bestehen. In den 
Blutkérperchen ist die gréBte Differenz 27 cal, eine Differenz, die 
man als recht gering bezeichnen darf. In den Serumwerten finden 
wir bei einem schweren Diabetiker und bei einem Fall von Hypertonic 
eine Differenz von tiber 50 cal, was auBerhalb der Fehlergrenzen liegt, 
Nun ist zu bemerken, da} beim defibrinierten Blute leicht eine Himolyse 
eintritt. Ist die Hamolyse recht deutlich, so steigert sie selbstverstandlich 
den kalorimetrischen Wert des Serums. Z. B. hatten wir bei einem 
-atienten mit inkompensiertem Herzfehler im Serum des geronnenen 
Blutes 5084, im Serum des defibrinierten Blutes 5222 cal. Diese Differenz 
ist natiirlich nicht verwertbar. In den beiden oben erwahnten Fallen, 
Diabetes und Hypertonie, war makroskopisch keine ausgesprochene 
Himolyse sichtbar. Aus diesen Zahlen lassen sich jedoch keine sicheren 
Schliisse ziehen. 


Il. Untersuchungen am ‘Tierblut. 


In einer ersten Untersuchungsreihe bestimmten wir die Ver- 
brennungswerte im Blute einiger Tiere. In Tabelle If sind die Kalorien 
pro 1g Trockensubstanz eingetragen. 
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Tabelle 11. 





. 
Kalorien in | g Trockensubstanz. 
lier e ; 
lierspezies Gesamtblut Blutserum Plasma ervthrocyter 
Ni 
Schwein l 5469 5106 5154 D616 
2 5188 4995 5933 53516 
3 5386 5037 
4 5269 5OHO 5143 416 
i) 5361 
6 5378 4992 5908 5542 
7 5383 5100 nH49 
Mittelwert: 5347 5038S d5OSS DD0S 
Pferd 1 5437 5172 5112 5582 
2 5412 51351 4932 ABDS 
3 5422 5103 5008 
Mittelwert: 5424 5139 5017 DH2Z0 
Kalb | 5300 4935 4907 5065 
2 5354 4983 4991 5652 
3 5099 
4 5044 
huh 1 5449 5O87 4925 5611 
2 5532 4972 5057 5639 
3 5479 4886 5012 5531 
Stier i DODO D118 5D73 
Mittelwert: 5369 4972 4835 5612 


Bei Kaninchen haben wir nur den Verbrennungswert des Gesamt- 
blutes bestimmt und dabei folgende Zahlen erhalten: 





Tier Nr 1 2 3 4 D 6 7 § } 
Kalorien im Gesamtblut (5230 4879 5996 5219 5130 5366 5250 5239 5005 
8 Tage spater .... 5303 5246 5280 


nm 


Mittelwert: 5787 cal. in 1 g Trockensubstanz Blut. 


Der Kaloriengehalt des Gesamtblutes schwankt bei den unter 
suchten Tierspezies zwischen 4879 und 5532 cal. Die niedrigsten Werte 
sind beim Kaninchen und beim Kalb, die héchsten bei der Kuh. Die 
gréBten Schwankungen zeigt das Kaninchen. Die Schwankungen det 
Werte innerhalb der gleichen Tierspezies sind auffallend gering: beim 
Pferd eine Differenz von nur 15 cal, bei der Kuh eine solche von 83 cal, 
so daB wir aus unseren Zahlen wohl folgende aufsteigende Skala de: 
Kalorienwerte aufstellen diirfen: 

Kaninchen, Kalb, Schwein, Pferd, Kuh. 

Die Blutserumwerte und Plasmawerte gehen innerhalb der gleichen 
Tierspezies nur annaikernd den Gesamtblutwerten parallel Unter 
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dey einzelnen Tierspezies findet man aber Differenzen, die man als 
spezifisch bezeichnen méchte. Die niedrigsten Werte sind beim Kalb 
und bei der Kuh; das Alter des Tieres scheint hier keine Rolle zu spielen : 
die héchsten Blutserumwerte besitzt das Pferd. Die Tabelle zeigt eine 
weitere auffallige Differenz, die kaum zufallig sein diirfte. Bei allen 
Proben aus Schweineblut ist das Plasma kalorienreicher als das Serum. 
Beim Pferd haben wir stets das umgekehrte Verhaltnis erhalten, wahrend 
beim Kalb und bei der Kuh bald das Serum, bald das Plasma kalorien- 
reicher ist. Die Differenzen sind mit Ausnahmen von denjenigen bei 
zwei Tieren stets auberhalb der Fehlerquellen, so daB wir hier eine 
spezifische Eigenschaft der betreffenden Blutproben annehmen miissen. 

Die Erythrocytenwerte gehen mit den Serum- bzw.Plasmawerten 
nicht parallel. Den niedrigsten Kalorienwert haben die Blutkérper des 
Schweines, wihrend die vom Kalb, Pferd und von der Kuh ungefin 
die gleichen Zahlen aufweisen: eine Konstanz, die doch auffallend ist. 

Vergleicht man die Erythrocytenwerte mit den Kalorienwerten 
im Gesamtblut, so kénnen wir den SchluB ziehen, daB Kalbsblut plasma - 
reicher und somit auch wasserreicher sein mu} als Kuhblut, was auch 
bekanntlich stimmt. 

Nehmen wir in 100 Gewichtsteilen Pferdeblut 25,1°,, feste Stoffe, 
bzw. in Schweineblut 20,9°, (nach Abderhalden), so hatten wir in 
100 Gewichtsteilen frischen Pferdebluts 136142 cal, in 100 Gewichts- 
teilen frischen Schweinebluts 111752 cal. 


Ill. Untersuchungen am Menschenblut. 
Tabelle LIL gibt die am Menschen gewonnenen Zahlen wieder. 
Nach den Zahlen der Tabelle IIT diirfen wir wohl das richtige treffen, 
wenn wir annehmen, daB pro 1g Trockensubstanz beim normalen 
Menschen der Verbrennungswert schwanken kann 


beim Gesamtblut zwischen . . . . . 5400 bis 5470 cal 

bei Blutserum zwischen ... . . . 4930 ., 5200 
Blutplasma zwischen . . . . . . 4900 ., 5150 
roten Blutkérperchen zwischen . . 5400 ., 5580 


wobei das Blutserum bei Gesunden ausnahmslos héhere Kalorienwerte 
aufweist als das Blutplasma. Das Menschenblut verhalt sich hier wie 
auch in bezug auf den Kalorienwert des Gesamtblutes wie Pferdeblut. 
nicht wie z. B. Schweineblut. Unter pathologischen Bedingungen 
finden wir in einem einzigen Falle bei einer perniziédsen Andimie einen 
héheren Wert im Plasma als im Serum, und zwar im Plasma ein Plus 
von 56 cal, was auBerhalb der Fehlerquellen liegt. In einem anderen 
Falle, Frau B., finden wir im Plasma ein Plus von 13 cal gegeniiber 
dem Serumwert. Diese Differenz ist gering, und hier war das Plasma 
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sehr leicht durch beginnende Himolyse gerétet. Es ware interessant 
zu prifen, ob wir hier eine regelmabige Erscheinung der pernizidésen 
Anamie gefunden haben. Sehr auffallend ist auch bei der perniziésen 
{namie der enorme Kalorienwert in der Trockensubstanz der Erythro- 
eyten: 5730, eine Zahl, die wir sonst nirgends antreffen. 


Interessant erscheint uns ferner, daB die kleinsten Schwankungen 
der Werte im Gesamtblut zu finden sind: hier betragt die Differenz 
zwischen dem gréBten und kleinsten Werte 341 cal: gréBer ist sie im 
Serum (442 cal) und im Plasma (587 cal) und am gr6éBten in den Erythro 
cyten 625 cal. 


Allerdings haben wir die Werte bei einer Erkrankung auBer acht 
gelassen. In einem Falle von Schiiller-Christianscher Krankheit mit 
ganz enormer Lipoidimie ergab die Kalorimetrie fiir das Gesamtblut 
und das Plasma unerwartet hohe Zahlen, namlich 6836 bzw. 8182 cal. 
Die Blutanalysen ergaben bei dieser Patientin noch weitere merk- 
wurdige Resultate, die in der Schwed. med. Wochenschr. publiziert 
wurden, so daB wir auf dieselben hier nicht mehr eingehen. Die Werte 
fiir Serum und Blutkérperchen gehen nur grob parallel, igsofern héheren 
Serumwerten im groBen ganzen eher héhere Blutkérperchenwerte 
entsprechen. Dies ist jedoch nicht durchwegs der Fall. Eine Patientin 
mit Staphylococcensepsis zeigt bei Werten von 5279 fiir Totalblut 
und 5029 fiir Serum einen Kalorienwert von 5620 fiir die Blutkérperchen, 
wihrend ein Diabetes bei einem Serumwert von 5289 einen solchen 
von nur 5371 fiir die Blutkérperchen aufweist. Bemerkenswert er- 
scheint ferner, daB die h6heren Werte im Gesamtblut und in den Blut- 
kérperchen bei Leberleiden zu finden sind. Die lymphatische Leukamie 
weist niedrige Zahlen auf, die myologene Leukimie dagegen hohe 
Werte. Eine GesetzmaBigkeit ist bei den Hypertonikern nicht zu 
finden; vielleicht kann man daraus eine Bestaitigung der Annahme 
schlieBen, daB wir hier nur mit einem Krankheitssymptom zu tun haben. 
Auffallend ist in einigen Fallen von Diabetes der relativ hohe Ver- 
brennungswert des Serums bzw. Plasmas, der vielleicht durch ein 
relatives Lipoidreichtum erklarbar ist. 

Die ober erwahnte Differenz zwischen dem Verbrennungswert 
des Serums und des Plasmas war fiir uns nicht tberraschend. Der 
eine von uns hatte schon mit Boulenaz nachgewiesen, daB das Blut- 
serum bei Tier und gesunden Menschen ausnalimslos kohlenstoffreiches 
und meistens auch N-reicher ist als das Blutplasma. Allerdings ohne 
weiteres vergleichbar sind die damaligen Analysen mit den Kalorien 
werten nicht, damals wurden die Analysen nach der Preglschen Mikro- 
methode in der feuchten Substanz gemacht. Die Kalorienwerte beziehen 
sich dagegen auf die Trockensubstanz. 


siochemische Zeitschrift Band 245. Y 
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Wir haben nun in einigen der mitgeteilten Falle den Wassergehalt 
einiger Blutproben und den Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt derselben 
in der Trockensubstanz bestimmt. Uber diese Versuche gibt Tabelle TV 
\uskunft. 

Aus den zwar sparlichen Zahlen der Tabelle IV geht hervor, daB 
im ganzen mit dem Steigen des Hamoglobins, ein Steigen der Erythro 
cytenzahl und ein Sinken des Wassergehalts im Gesamtblut und in 
den Erythrocyten parallel gehen. Relativ konstant ist der Wassergehalt 
des Serums bzw. Plasmas. Die Differenzen im Wassergehalt betragen 
heim Gesamtblut 14,7, bei den Erythrocyten 8,4, dagegen bei Serum 
nur 3,1 und beim Plasma 4,3. 


Die Differenzen in den C- und N-Werten der Trockensubstanzen 
sind naturgemaB geringer, aber unseres Erachtens iiber Erwarten grob. 
Schwankungen von 4°, in den C-Werten und von 3°,, in den N-Werten 
deuten an, da wir sowohl im Plasma wie in den Blutkérperchen bei 
bestimmten Krankheiten, noch unbekannte Verdinderungen aufdecken 
miissen. Die héchsten C- und N-Werte im Gesamtblut zeigt der Fall 
von akuter gelber Leberatrophie', Werte, die zweifellos zu den pathologi- 
schen gehéren. Die Animie bei Allemann stellt meines Erachtens etwas 
anderes dar als die Anadmie bei Bigler; hier im Gesamtblut normale 
C- und N-Werte der Trockensubstanz, dort pathologisch niedrige 
Zahlen. 

Im C-Wert der Trockensubstanz findet sich nur bei der Aniéimia 
perniciosa die Plasmazahl héher als die Serumzahl. In diesem Falle 
haben wir das Fett und das Cholesterin bestimmt und folgende Werte 
erhalten: 





Im Serum Im Plasma 
mg mg- 
Cholesterin ‘ F 156 202 
Fette . ater 3385 362 


Der erhéhte C-Wert des Plasmas ist durch den héheren Fett- 
Cholesteringehalt erklirt. Diese Tatsache, wenn sie sich in anderen 
Fallen bestatigt, hatte zum mindesten eine gewisse theoretische Be- 
deutung 

Die hier mitgeteilten Zahlen stimmen gut uberein mit Ergebnissen 
von Untersuchungen, die 1926 von Gigon veréffentlicht wurden. 

Aus diesen und den seither gewonnenen Werten kénnen wir folgende 
Zahlen als feststehend ansehen: 


' Dauer der Erkrankung etwa 3 Wochen. Die Blutentnahme erfolgte 


+ Tage vor dem Exitus 








450 A. 


Das frische Blut des 
Wasser 
Gesamt-C 
Gesamt-N . 

Die 
Cresarmnt -( 
Gesamt-N . 


Unter pathologischen Bedingungen erhielten wir folgende Minima 


Maxima: 
Wasse! 


Cresarnt -¢ 
Gesamt-N 


bzw. 


Die oberen Werte findet man bei sekundiren Anamien, die unteren bei 
Leberleiden und Hyperglobulinen. 
Die Werte in der Trockensubstanz gehen mit diesen Zahlen nicht 


parallel. 


enthalten als normal, kénnen in der Trockensubstanz normale Zahlen 


aufweisen. 


des Blutes gehen C-haltige Stoffe, CO,, vielleicht noch andere Sub- 


stanzen verloren 
zukommen. 


Die vorliegende Arbeit soll hauptsachlich dazu 


wichtigen Komponenten 


sichtigen, als dies bisher geschehen ist. Unser relativ sparliches Material 


(rgon, 


Trockensubstanz 


Blutproben, welche in der frischen Substanz weniger C und N 
Das umgekehrte kann auch vorkommen. 


Wir hoffen, in einer spéteren Arbeit darauf zuriick- 





M. Noverraz u. E. Hoffmann 


gesunden erwachsenen Menschen enthalt : 


76 bis S2 

au 11,8° 

Se ss > & 
enthalt : 

$9 bis 52 

13.8 15 


75‘ 
a" 12,5 ‘ 
.f 


19° 4.0%, 


Beim Trocknen 


anregen, die 
des Blutes in der Klinik 6fters zu_ bertick- 





und die zeitraubenden Untersuchungsmethoden gestatten uns nicht, 


allein an die Lésungen der hier aufgeworfenen Probleme heranzutreten. 


1. In 


det 


metrische Bestimmungen im Blute publiziert. 


werte sind folgende. 


vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Male 


IV. Schlubfolgerungen. 


kalori- 


Die gewonnenen Mittel- 





Gesamtblut 


Kalorien in 1g Trockensubstanz 


Blutserum Plasma Erythrocyten 
1. Kaninchen 51ST 
2. Schwein 5347 5038 5OSS D508 
5S. Meh. . fe eg 5369 4972 4835 5612 
a ee ee 5424 5139 5OL7 5620 
Gesunder erwachsener 
Mensch 5490—5470 4930—5200 4900—5!159 5400—55s0 
2. Kalorimetrische Bestimmungen in Serum aus koaguliertem 


Blute oder aus defibriniertem Blute ergeben meistens nur geringe 


Differenzen. 
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Die Differenzen im Verbrennungswert der Trockensubstanz von 
Erythrocyten aus Liquoidblut oder aus defibriniertem Blute gewonnen 
sind innerhalb der Fehlerquellen 

3. Wasserbestimmungen im Gesamtblut, Serum, Plasma, Erythro- 
cyten ergeben bei Krankheiten auffallend groBe Schwankungen, be- 
-onders im Gesamtblut und in dem Erythrocytenbrei. 

Unerwartet groBe Schwankungen findet man ebenfalls im Kohlen- 
stoff und im Stickstoffgehalt der Trockensubstanzen. 

4. Beim gesunden Menschen und beim Pferd enthalt das Blut- 
serum ausnahmslos mehr Kalorien als das Plasma. Beim Schwein ist 
das Verhaltnis umgekehrt. 

5. Bei kranken Menschen finden wir in einem einzigen Falle, bei 
einer perniziésen Animie, héhere Kalorienwerte im Plasma als im 
Serum. In diesem Falle war das Plasma fettreicher und cholesterin- 
reicher als das Serum. Beim normalen Menschen sind Fett und Chole- 
steriInwerte im Serum gleich oder wenig héher als im Plasma. 

Pathologisch niedrige Kalorienwerte fanden wir in einem Falle 
von Iritis plastica und bei lymphatischer Leukamie. 

Bei mehreren Fallen von PD. mellitus levis bis mittelschwer beob- 
achten wir einen auffallend niedrigen Wert in der Trockensubstanz 
des Gesamtblutes und der Erythrocyten, dagegen einen relativ hohen 
Wert im Plasma bzw. Serum. Bei den Fallen von Diabetes gravis ist 
der Kalorienwert des Gesamtblutes eher tiber die Norm erhéht. 

Der eine von uns hat vor Jahren die Hypothese aufgestellt, dai 
die Erythrocyten an der Verarbeitung des Nahrungszuckers beteiligt 
sind. Die Resultate unserer kalorimetrischen Messungen sprechen 
dafiir, daB beim Diabetes Verainderungen im Blute vorkommen, die 
mit dieser Hypothese tibereinstimmen kénnen. 

Sehr auffallend ist, daB die héchsten pathologischen Kalorien- 
zahlen vor allem bei Leberleiden, dann in einem Falle von perniziéser 
Anamie und in einem Falle von myelogener Leukamie erhalten wurden 


Ganz exorbitante Werte erhielten wir bei der NSchiiller-Christian- 
schen Krankheit. 











Der Kinflub der Muskelarbeit auf den Kreatin- und 
Kreatiningehalt im Blute normaler Menschen. 


Von 
Karel Kael. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Karls-Universitat in Prag.) 


(Eingeqangen am 14, Januar 1932.) 


Uber Untersuchungen des menschlichen Blutes in bezug auf den 
Kreatin- bzw. Kreatininnormalgehalt liegen bereits zahlreiche Ab- 
handlungen von Autoren vor, wie von Folin und Denis (1), Gettler 
und Baher (2), Feigl (3), Wang und Dentler (4), Scheunert (5), Fonteyne 
und Ingelbrecht (6) Koplowitz (7) usw. Stellt man jedoch die von den 
genannten Autoren als Normalwerte fiir den Kreatin- bzw. Kreatinin- 
gehalt angegebenen Ziffern einander gegeniiber, dann st68t man auf 
betrachtliche Differenzen; denn es hat, um nur einige Beispiele zu 
nennen, der niedrigste Befund Fonteyne-Ingelbrechts mit 2,00 mg-°,, 
Kreatingehalt den Héchstbefund Feigls mit 10 mg-°%, und die von 
tettler-Baher fiir das Kreatinin mit 0,10 mg-°% 
menge den durch Fonteyne-Ingelbrecht mit 2.80 mg-°/, festgestellten 
Héchstwert zum Gegensatz. 

Diese Tatsachen sind zu lehrreich, als daB man den Blutbefunden 
gegeniiber, die in bezug auf den Kreatin- und Kreatiningehalt unter 
verschiedenen pathologischen Umstanden erhoben worden sind, nicht 
mit Vorsicht begegnen miBte. Mit absoluter Sicherheit kann von 
Anderungen des Kreatin- und Kreatiningehalts, sei es im positiven, 


angefiihrte Mindest- 


sei es im negativen Sinne, nur dann gesprochen werden, wenn diese 
Befunde mit Blutproben verglichen werden kénnen, welche an denselben 
Personen in einem Zeitpunkt vorgenommen worden sind, wo sich diese 
in normalem Zustande befanden. Dort, wo diese Vergleiche unmdglich 
erscheinen, kann nur auf Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, und 
selbst da mu8 dem Befund eine groBe Anzahl von Probefallen zugrunde 


liegen. 
Mit dem Studium des Einflusses kérperlicher Anstrengung auf 
den Kreatin- bzw. Kreatiningehalt im Blute hefaBten sich schon 
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Feigl (8) und Scheunert- Bartsch (9). Feigls Untersuchungen an 25 bis 
i) Jahre alten Soldaten ergaben, da} das Kreatinin im Blute nach 
einem dreistiindigen Marsch durchschnittlich um 0,2 mg-°, zugenommen 
hat. Scheunert und Bartsch stellten ihre Versuche an Pferden an, ohne 
jedoch irgendwelche Anderungen des Kreatin- oder Kreatiningehalts 
im Blute vor und nach der Arbeit zu bemerken. 

Den Einflu8 kérperlicher Anstrengung auf den Kreatiningehalt im 
Harn verfolgten Camphell und Webster (10); sie fanden hierbei héhere 
Werte, als jene waren, die der Ruhezustand anzeigte. Auch Schulz (11) 
machte diese Wahrnehmung, nur hielt die unmittelbar nach der Arbeits- 
leistung eingetretene Vermehrung des Harnkreatinins noch 2 Stunden 
lang an, worauf die Ausscheidung unter die Normalgrenze sank. 
Die gleiche Feststellung machte Palmieri (12): doch weichen seine 
Befunde von denen von Schulz insofern ab, als er die im Harn als 
Folge von Muskelarbeit festgestellte Kreatininvermehrung als sehi 
gering angibt. Eine wesentliche Vermehrung soll erst nach weiteren 
6 Stunden eingetreten sein: sie ist von der individuellen psychologischen 
Reaktion auf die Ermiidung abhangig, steht aber nicht im gleichen 
Verhaltnis zur GréBe der Arbeitsleistung oder zur Dauer der An- 
strengung. Kd6rperliche Arbeit als Ursache der Kreatininvermehrung 
im Harn fanden auch Carpentier und Brigaudet (13), ferner Eimer (14). 
Nach Eimer stehen Muskelarbeit und Ausscheidung von Kreatinin in 
enger Beziehung zu einander. Die Harnausscheidung von Kreatinin 
bei Frauen untersuchten Hodgson und Lewis (15). Auf Grund von 
Ergebnissen an 14 sporttreibenden Studentinnen im Alter von 19 
bis 23 Jahren gelangten sie zur Erkenntnis, daB die Kreatininwerte 
hier gréBer sind, als es sonst bei Frauen der Fall ist. Beziehungen 
zur Menstruation bestanden nicht. 

Alle diese den Kreatiningehalt im Harn betreffenden Befunde be- 
rechtigen zu der Annahme, daB hierbei auch der Gehalt des Kreatinins 
im Blute eine Vermehrung erfahren hat, denn liegt der Kreatininspiegel 
im Blute héher, dann stellt sich bei richtig funktionierender Niere auch 
eine gréBere Ausscheidung des Kreatinins im Harn ein. Dies erhellt 
inshesondere aus den Arbeiten von Mac Kay-Eaton (16), Chanutin- 
Silvette (17) und Saheki (18). 

Meine eigenen Versuche stellte ich an jungen, 21- bis 31 jahrigen, laut 
der Anamnese vollgesunden Menschen an. Nachdem seit der letzten 
Mahlzeit mindestens 3 Stunden verstrichen waren und die Versuchspersonen 
wahrend dieser Zeit keine kérperliche Arbeit geleistet hatten, wurde ihnen 
etwa 10 ccm Blut abgezapft. Hierauf lie® ich sie 1 Stunde lang Freitibungen 
machen und zwar so, daf sie immer 10 Minuten turnten und 5 Minuten 
ruhten. Unmittelbar nach Beendigung der Turniibungen wurde ihnen 


wieder Blut abgezapft; dann blieben sie 1 Stunde lang im Ruhezustand, 
worauf neuerdings Blut entnommen wurde. Nach weiteren 2 Stunden, 
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im ganzen also 3 Stunden nach Beendigung der Freiiibungen, wurde bei 
einem Teil der Versuchspersonen, dem innerhalb dieses Zeitraumes keinerlei 
Nahrung verabreicht wurde, Blut zur Analyse auf Kreatin und Kreatinin 
enthnommen. 

Bei diesen Analysen bediente ich mich der Methode Koplow/tz (19), 
mit dem Unterschied, da8 ich statt des Kolorimeters von Authenrieth- 
Kénigsberger das Kolorimeter von Leitz und an Stelle des farbigen Keiles 
eine Standardlésung von .Wercks chemisch reinem Kreatinin in verdiinnter 
Salzsiure verwendete (5cem n/10 HCl in 100 cem destilliertem Wasser). 
Es wurden zwei Standardlésungen hergestellt, und zwar von 2 mg-°,, (1) 
und 4mg-°,, (11). Beiden Lésungen setzte ich einige Tropfen Toluol zu. 
Die mit Lésungen von bekanntem Kreatiningehalt durchgefiihrten Ver- 
gleichsmessungen lieBen zunichst die Methode in bezug auf die Prazision 
als vollkommen einwandfrei und zufriedenstellend erscheinen. 

Die Resultate meiner Versuche sind in der Tabelle I wiedergegeben. 
Die Personen Nr. 3, 6 und 10 sind weiblichen Geschlechts, Nr. 5, 9, 11, 
12 und 16 ihren Angaben nach tiichtige Sportsmanner. Die Person 
Nr. 1 und 17 ist identisch. Die die Sportsmanner betreffenden Werte 
sind in einer eigenen Tabelle (Nr. 11) nochmals angefiihrt. Die Tabelle 111 
weist Durchschnitte aller Befunde auf, und zwar: in der ersten Zeile 
jene fiir alle Versuchspersonen, in der zweiten jene fiir Nichtsportler 
und in der dritten schlieBlich jene fiir Sportler. Die jeweilig, d. h. un- 
mittelbar nach der Kérperiibung, nach 1 Stunde Ruhe und schlieBlich 
nach 3 Stunden Ruhe ermittelten Zunahmen bzw. Verminderungen 
der einzelnen Komponenten sind aus der Tabelle IV ersichtlich. 

Durch diese Versuche ist der Nachweis erbracht worden, daB die 
Menge des Kreatins und Kreatinins im Blute dem EinfluB der Muskel- 
arbeit unterliegt. In samtlichen Fallen tritt unmittelbar nach der 
kérperlichen Arbeit eine Vermehrung des gesamten Kreatinins und 
Kreatins ein und beinahe in allen Fallen auch eine Vermehrung des 
praformierten Kreatinins. 

Nur ist der Vermehrungsgrad einer jeden Komponente ein durchaus 
verschiedener: die durchschnittliche Zunahme des Gesamtkreatinins 
beziffert sich auf 0,47 mg-°,, jene des Kreatins auf 0,48 mg-°,,: hingegen 
macht der Zuwachs an praéformiertem Kreatinin blo8 0,05 mg-°,, aus, 
das ist nur ganz gering tiber der Grenze der Versuchsfehler der Methode. 

Wesentlich verschieden gestalten sich die Zunahmen der einzelnen 
Komponenten nach Ablauf der einsttindigen Ruhepause: das Gesamt- 
kreatinin weist gegeniiber dem Ausgangswert nur einen Zuwachs 
von 0,26 mg-% auf und, gemessen an dem der Ubung unmittelbar 
folgenden Stande, eine Abnahme von 44,7°,. Der Kreatininspiegel 
verhalt sich ahnlich: gegeniiber dem Ausgangswert ist er nur um 
0,13 mg-°, erhéht; mit dem Zustand nach der Ubung verglichen, 
zeigt er eine Abnahme von 72,9°%. Ganz anders liegen die Dinge 
heim praformierten Kreatinin: wahrend die beiden Komponenten in 
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der Ruheperiode zu sinken pflegen, ist das praformierte Kreatinin 
waihrend der einstiindigen Ruhe im Zunehmen begriffen, diese Zu 
nahme betragt gegeniiber dem Ausgangswert 0,14 mg-°,. 

Nach weiteren 2 Stunden Ruhe, d. i. im ganzen 3 Stunden 
nach Beendigung der Ubung, macht sich die Tendenz zur Abnahme 
bei beiden Stoffen bemerkbar, und zwar sinken Gesamtkreatinin 
und Kreatin bis unter den Ausgangswert. Im allgemeinen kann 
jedoch die Behauptung aufgestellt werden, dab nach dem dreistiindigen 
Ruhen derselbe Zustand eintritt, wie er vor Beginn der Ubung ge- 
herrscht hat. 

Zu interessanten Feststellungen gelangt man, wenn man die in de: 
‘Tabelle Il als Sportsleute angefiihrten Personen speziell ins Auge 
faBt und fiir sie eigene Durchschnittszahlen aufstellt. Man findet, 
daB bei diesen Personen die Durchschnittszahlen weitaus geringere 
Anderungen zeigen als bei den iibrigen. Der Zuwachs an praformiertem 
Kreatinin betragt unmittelbar nach der Ubung nur 0,03 mg-°,, an 
Gesamtkreatinin 0,24 mg-°, und an Kreatin 0,25 mg-°,; das sind 
durchwegs kleinere Mengen als die bei den iibrigen Personen 
gefundenen. Dieses schwachere Anwachsen dieser Werte zeigt sich 
auch nach der einstiindigen Ruhepause. Die Zunahme des praformierten 
Kreatinins betragt 0,07 mg-°,, des Gesamtkreatinins 0,15 mg-°,. 
des Kreatins 0,09 mg-°,. Nach der dreistiindigen Pause erhalt 
man wieder die Werte vor den Ubungen. Ein Sinken unter die 
Grundwerte findet sich hier weniger als in den tbrigen Fallen. 
Diese abweichende Reaktion der Sportsleute auf den Kreatin- und 
Kreatiningehalt des Blutes tritt noch deutlicher zutage, wenn die 
Versuchspersonen in Sportler und Nichtsportler gegliedert und fin 
beide Gruppen besondere Durchschnitte ermittelt werden, wie die 
Tabelle IL] zeigt. 

Der EinfluB kérperlicher Ubung auf die Vermehrung des Kreatins 
und Kreatinins auBert sich so, daB in der ersten Phase (wahrend dei 
Ubung) besonders das Kreatin zunimmt: in der zweiten Phase (schon 
wahrend der Ruhe) tritt eine weitere Vermehrung des Kreatinins hinzu 
die Riickkehr zum Gleichgewicht erfolgt ganz auf Kosten des Kreatins 
Die Ursache des gesteigerten Kreatiningehalts liegt unstreitig in dei 
Vermehrung des Kreatins und in der Umwandlung desselben in Krea- 
tinin. Wenn auch zugegeben ist, daB die durch diese Analysen fest- 
gestellten Ziffern die ganze Dynamik der Umwandlungen nicht erfassen 
kénnen, besagen die gefundenen Werte nichtsdestoweniger, da zw 
Zeit der Blutentnahme eine quantitative Veranderung nicht vorliegt 


in diesem Augenblick wurde nur ein geringfiigiger Teil des Kreatins 
zu Kreatinin umgewandelt; trotzdem schwindet aus dem Blute die 
vergroBerte Menge des Kreatins. und sein Gehalt sinkt bis auf die Norm. 
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Zusammenfassung. 


1. Muskelanstrengung beeinfluBt die Werte des Kreatins und 
Kreatinins im Blute normaler Menschen. 

2. Unmittelbar nach Beendigung einer kérperlichen Ubung ver- 
mehrt sich das praformierte Kreatinin bloB um 0,05 mg-°%, das Gesamt- 
kreatinin jedoch um 0.47 mg-°,, und das Kreatin um 0,48 mg-%. 

3. Nach 1 Stunde Ruhe betragt im Vergleich mit dem Grund- 
zustand der Zuwachs des praformierten Kreatinins 0,14 mg-°, der des 
Gesamtkreatinins 0,26 mg-°,, und des Kreatins 0,13 mg-°/,. Unmittelbar 
nach Beendigung der Muskelanstrengung zeigen die beiden letzt- 
genannten Komponenten eine bedeutende Zunahme, und zwar das 
Gesamtkreatinin um 44,7°,, das Kreatin um 72,9°%. 

4. Nach einer dreistiindigen, der Muskelarbeit folgenden Ruhe- 
pause kehren alle Werte zum Ursprungsstand zuriick: mitunter sinken 
sie eher noch unter denselben. 

5. Bei Personen, die Sport betreiben, ist der KinfluB kérperliche: 
Anstrengung kleiner als bei den iibrigen. 

6. Die Zunahme des Kreatins und Kreatinins im Blute entspricht 
nicht der GréBe der Anstrengung. 
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Die Sauerstoffaufnahme und Ammoniakbildung von Gehirn 
bei Gegenwart narkotisch wirkender Stoffe. 


Von 


Margarete Biilow und Erie G. Holmes. 
(Aus dem pharmakologischen Laboratorium der Universitat Canibridge. ) 


(Eingegangen am 15. Januar 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text 


Il. Die Sauerstoffaufnahme. 


seit langer Zeit schon hat man sich mit der Frage beschaftigt. ob 
irgendwelche Zusammenhinge zwischen Atmung und Narkose bestehen 
Die alte Theorie der Narkose als eine Art Erstickung | Verworn (1)} ist 
zwar in dieser Form widerlegt durch Warburg (2), Loeb (3), Winterstein (4) 
und andere, die zeigen konnten, daB die gleichen Konzentrationen von 
Stoffen, die narkotisch wirken, oft gar keinen FinfluB aut die Sauerstoff 
aufnahme lebender Wesen haben, und daB auch anaerobe Vorgiénge 
narkotisierbar sind; andererseits hat aber gerade Warburg (5) sie neu belebt 
durch seine Adsorptionstheorie. Danach sollen Reaktionen, die an Ober 
flachen stattfinden, verhindert werden durch die Narkotica, die an dies« 
Oberflachen adsorbiert sind. Was man an Reaktionen dabei gemessen hat. 
sind gréBtenteils Oxydationen. Warburg erhielt eine Hemmung der Sauer 





stoftaufnmahme bei lebenden Zellen verschiedenster Art. Die GréBe det 
Wirkung wachst mit der Konzentration des Narkoticums, ist reversibel. 
und das Gesetz der homologen Reihen ist befolgt. Loebel (6) bewies das 


gleiche fiir Gehirnschnitte. Was bei allen diesen Arbeiten auffallt, ist, daf 
die verwendeten Mengen Narkoticum sehr groB8 sind. Nun kommt es aber, 
wie Warburg selbst sagt, nicht darauf an, ob Narkotica Uberhaupt die 
Atmung hemmien, sondern ob sie das in den wirksamen Konzentrationen tun 

Wir haben die Versuche von Loebel wiederholt unter Verwendung 
von Kaninchengehirn und von wechselnden Konzentrationen Athyl- 
urethan. Dabei zeigte sich, daB weder mit einer 0,3 °, 


noch mit einer 
1°, enthaltenden Lésung ein Unterschied gegeniiber der normalen 
Sauerstoffaufnahme des Gehirns festzustellen ist. Erst bei 3° Athy! 
urethan (die Loebel verwendet) ist eine deutliche Hemmung vorhanden. 


ys 
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(Abb. 1). Da man zur Narkose im allgemeinen 2 g pro 1 kg Tier = 0,2° 


0 


Athylurethan verwendet, sollte man aber schon lange vorher eine 
deutliche Einwirkung auf die Atmung erwarten. Der Einwand hierauf, 
daB im Gehirn eine Anreicherung an Narkoticum stattfinden kann, 
laBt sich im Hinblick auf andere narkotisch wirkende Stoffe zuriick- 
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Abb. 1. 
Sauerstoffaufnahme des Gehirns bei Gegenwart von wechselnden Konzentration 
Athylurethan 


@——e Sauerstoff ohne Zusatz. 
——» Athylurethan in Sauerstoff. 








Abb, 2 
Sauerstoffaufnahme des Gehirns bei Gegenwart von 
Acetylen <\———x (80 und 90°',), Athylen C——<() (95 J ), 
Propylen s4——— (80 ), Stickstoff @e——e (0, 9) und 95° 


weisen, bei denen man den Gehalt im Gehirn gemessen hat, ohne eine 
irgendwie in Betracht kommende Erhéhung zu finden [Gensler (7), 
Redonnet (8), Hansen (9). 

Die gleichen negativen Ergebnisse haben wir mit Gasen erhalten, 
wenn wir sie in Gemischen mit Sauerstoff verwandten, die sich als 
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stark narkotisch wirksam fiir die Maus erwiesen. Wir haben die Sauer- 
stoffaufnahme von Gehirn bei Gegenwart von Athylen, Acetylen, 
Propylen gemessen und mit derjenigen bei Anwesenheit entsprechender 
Stickstoff-Sauerstoffmischungen verglichen (Abb. 2). Stickoxydul er- 
zeugte erst in einent Gemisch mit Sauerstoff im Verhaltnis 19:1 eine 
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Abb. 3. 
Sauerstoffaunfnahme des Gehirns bei Gegenwart von Stickoxvdul und bei 1¢ mm Uberdruct 
@——e Stickstoff (95 ' 
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Abb. 4 
Sauerstoffaufnanme des Gehirns bei Gegenwart wechselnder Mengen Athet 
@e——@ kKontrolle (Sauerstoff). 
— Ather (bei 18 bzw. bei 30° mit Sauerstoff gesittigt 


deutliche Narkose. Da hier Sauerstoffmangel auch im Kontrollgemisch 
schon ein sehr maBgebender Faktor ist, wandten wir beide Gemische 
unter héherem Druck an. Auch dann verliuft die Sauerstoffaufnahme 
in ihnen ganz gleichmaBig (Abb. 3). Sogar mit Ather ist eine Beein- 
flussung erst in sehr hohen Konzentrationen zu erreichen (Abb. 4) 

Wir méchten zwar auf Grund dieser Ergebnisse keine allzu weit- 
gehenden Schliisse ziehen, zumal die Voraussetzung, die die Wirk- 
vamkeit der Narkotica im lebenden Tiere mit der im Gewebeexperiment 
gleichsetzt, zum mindesten unbewiesen ist. Immerhin scheinen sie 
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uns aber dafur zu sprechen, daB man nicht unbedingt berechtigt 
ist, eine Hemmung der Atmung durch Narkotica anzunehmen, solange 
man keinen Beweis dafiir bringt, daB fiir beide Wirkungen die ent- 
sprechenden Stoffe in gleicher Konzentration nétig sind. 


Methode. 

Zu den Experimenten wurde Kaninchengehirn verwandt, die 
Sauerstoffaufnahme in Barcroft-Apparaten gemessen. Unmittelba: 
ver jedem Versuch wurde das Kaninchen durch Nackenschlag getétet 
und das Gehirn sofort entnommen. Nach Zerkleinern mit der Pinzette 
wurden je 0,3 g zu 3.cem vorher aufgekochter, mit Phosphat gepufferter 
(4 Teile Ringerlésung: | Teil 0,2 mol. KH,PO,) und auf das px 7,4 
gebrachter Ringerlésung gegeben und durch dreimaliges Evakuieren 
und Einstromenlassen des entsprechenden Gasgemisches die gewiinschte 
Fiillung der GefaBe erreicht. Zu den Versuchen mit héherem Druck 
kamen die tblichen Barcroft-GefiBe zur Verwendung, nur daB wi 
sie besonders sorgfaltig einfetteten und mit einer Paraffinschicht tiber- 
zogen. Die beiden zuleitenden Hahnrohre sind in diesem Falle durch 
Druckschlauch und ein T-Stiick miteinander verbunden, dessen dritte: 
Arm gegen die AuBenluft durch eine Klemmschraube abgeschlossen 
war. Wir haben uns vor und nach jedem Experiment von der Hohe 
und GleichmaBigkeit des herrschenden Druckes tiberzeugt. Die Ab- 
lesungen der Barcroft-Manometer geschahen alle 10 Minuten. Die 
wiedergegebenen Kurven sind Durchschnittswerte von mindestens drei, 
meist sechs und mehr Messungen. 

Die zur Verwendung kommenden Gase waren: 

Stickoxydul, einer Bombe entnommen, 

Acetylen, aus Carbid hergestellt und mit Wasser gewascher, 

Athylen und Propylen, beide aus Phosphorséure und den ent- 
sprechenden Alkoholen gewonnen. 

Die Ather-Sauerstoffmischungen wurden erhalten durch Durchleiten 
von Sauerstoff durch Ather bei Zimmertemperatur bzw. unter Er- 
warmen auf 37°. 

Alle Gemische wurden erst in ihrer Wirksamkeit auf die Maus 
gepriift. Dazu brachten wir die Maus in ein weites Glasrohr und lieBen 
das Gas in maBigem Tempo hindurchstreichen. Nur wenn 1000 ccm 
eine tiefe Narkose erzeugten, wurde die Mischung verwandt. Die Maus 
JaBt sich aut den Riicken legen, ohne irgendwelche Versuche zu machen, 
sich aufzurichten. Da hierbei nur so geringe Gasmengen und kurze 
Zeiten zur Verwendung gelangten, sind die von uns angewandten 
Mengen der Gase meist gr6Ber als die in der Literatur als narkotisch 
angegebenen [K. H. Meyer (10)]. 
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Il. Die Ammoniakbildung. 

Da wir keinen EinfluB der Narkotica auf die oxydativen Prozesse des 
Gehirns finden konnten, haben wir uns gefragt, ob ihre Wirkung sich 
vielleicht sonst irgendwie chemisch auBert, und haben das Ammoniak- 
bildungsvermégen des Gehirns untersucht. Da8 immer ein gewisser 
Gehalt Ammoniak vorhanden ist und dais dieser Gehalt je nach den 
stattfindenden Vorgingen wechselt, haben Messungen von Loebel (6), 
Schwarz (11), Riebeling (12) und Ashford und Holmes (13) ergeben, 
So ist bei Gegenwart von Brennstoffen wie Milchsiure, Glucose, die 
Ammoniakbildung stets geringer. Es war daher auch méglich, an einen 
KinfluB der Narkose zu denken. Aber auch hier waren unsere Er- 
gebnisse negativ. 

Achtet man bei der Destillation des Ammoniaks darauf, dali das 
pu nicht zu sehr steigt, so sind die Werte fiir normale und narkotisierte 
Mause die gleichen und variieren nicht sehr. Nur wenn die Lésung 
beim Einengen zu stark alkalisch wird, ergaben sich Komplikationen 
(aber auch fiir normale Mause), da auch das dritte und vierte Destillat 
noch deutliche Mengen Ammoniak enthalt. Anscheinend ist eine 
Substanz vorhanden, die sich mit stairkerem Alkali unter Ammoniak- 
bildung zersetzt. Wenn man zuerst bei einem py 9,6 und dann unter 
Zugabe von mehr Kalilauge weiter destilliert, lassen sich freies und 
gebundenes Ammoniak trennen. dabei macht letzteres bei weitem 
den gréBeren Anteil des Gesamtgehalts aus. 10 Minuten langes Schiitteln 
mit einem Uberschub Nitrit beseitigt die sekundire Ammoniakbildung 
véllig. Ob es sich hier um eine Substanz handelt, die fiir die Ammoniak- 
bildung im Gehirn maBgebend ist, miissen erst weitere Versuche ergeben. 
Adenylsiure kommt wegen ihrer Bestindigkeit gegen Alkali kaum in 
Betracht. Wir geben in einer Tabelle die gefundenen Werte als Ammo- 
niakstickstoff wieder. 


Ammoniakgehalt des Gehirns normaler und narkotisierter Mause. 





— . Zi der Gebund 

Art der Behandlung Mag ll sia: Testa po met ad Re ball NH, 
ing Nig Destillationen mg Nig 

Normal (fl. Luft) 0.9048 0,922 2 0.0152 0.070 
. ' we 0,9057 0,028 1 0,0121 0,060 
a ee ee ee 0,9060 0,027 1 0.0191 0,987 
0 0 0053 0,023 2 0.0153 0.067 

ES 0.0936 0.015 2 0.9199 0.081 

ey Wikees wi A 0,0986 0,016 2 0,024 0,090 
Propylennarkose . : 0,036 0,015 2 0.0124 0,52 
‘“ 0.0051 0.021 2 0.0128 0,053 

‘ i 0,0044 0,019 2 0.9180 0.077 
Athylurethannarkose 0,0039 0.016 l 0,OL78 0,069 
2 0.0037 0,014 2 0.0224 0,084 
Athernarkose . . 0,038 0,016 1 0.0215 0.088 
7“ : 0.0046 0.019 1 0.9219 0.089 
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Methode. 

Zur Verwendung kamen in diesen Versuchen Mause. Jedes 
Experiment ist mit dem Gehirn von zwei Tieren ausgefiihit, die durch 
Nackenschlag getétet wurden in normalem bzw. tief narkotisiertem 
Zustande. Anfangs tauchten wir die Képfe sofort in fliissige Luft ein 
vor der weiteren Verarbeitung. Da aber bei schnellem Arbeiten sich 
auch ohne diese Behandlung die gleichen Werte ergaben (siehe Tabelle), 
lieBen wir sie spater fallen. Wir verwandten das gleiche Propylen- 
Sauerstoffgemisch (80°) und das gleiche Athergemisch (Durchleiten 
von Sauerstoff durch Ather bei Zimme:temperatur) wie fiir die Versuche 
im voranstehenden Abschnitt. An Athylurethan wurden 50 mg pro 
Maus (20g) gegeben. Das Gehirn wurde sofort mit etwas Sand und 
3cem Mercurisulfatlésung, Reagens von Hopkins und Cole (10%, 
Mercurisulfat in 7°,iger Schwefelsaure), verrieben und die entstehende 
Emulsion unter Nachwaschen mit ammoniakfreiem Wasser auf 15 ccm 
aufgefiillt. Nach Filtrieren durch ein trockenes Filter wurde das Queck- 
silber durch Schwefelwasserstoff und der UberschuB dieses Gases 
durch Durchsaugen von Luft entfernt. Die Ammoniakbestimmung 
erfolgte nach der von Watchorn und Holmes (14) modifizierten Stanford- 
schen Methode (15) mit 5cem nach Zugabe von 10 ccm gesattigter 
Boraxlésung und von soviel normaler Natronlauge, daB das py 9,6 
erreicht war. In die Tabelle sind nur solche Werte aufgenommen, bei 
denen eine zweite Destillation — nach Versetzen der Lésung mit etwa 
5ceem Wasser — ein ammoniakfreies Destillat ergab. Dann wurden 
4ccm konzentrierter Kalilauge zugegeben und solange destilliert, bis 
Leerwerte erhalten wurden. Meist waren zwei Destillationen n6tig 
(siehe Tabelle). Das Ammoniak wurde mit Nesslers Reagens kalori- 
metrisch bestimmt. 

Zusammenfassung. 

Die Sauerstoffaufnahme von Kaninchengehirn bei Gegenwart 
narkotisch wirkender Stoffe wurde gemessen. Dabei ergab sich, dah 
narkotische Gasgemische (Athylen, Acetylen, Propylen, Stickoxydul 
unter héherem Druck, im Gemisch mit Sauerstoff) keine Hemmung 
der Sauerstoffaufnahme bewirken gegeniiber einem Stickstoff-Sauerstoff- 
gemisch gleicher Konzentration. Auch Ather zeigt erst in viel héheren 
Konzentrationen als den narkotisch wirksamen eine deutliche Beein- 


flussung. Athylurethan hemmt bei niederen Konzentrationen bis 
zu 1%, — iiberhaupt nicht, obgleich die narkotische Dosis tiefer liegt. 


Das Ammoniakbildungsvermégen des Gehirns wird durch Narkose 
nicht beeinfluBt. 

AuBer freiem Ammoniak ist noch eine Substanz in dem lipoid- 
und eiweiBfreien Filtrat vorhanden, die mit starkerem Alkali Ammoniak 
abspaltet. 
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Der Rockefeller-foundation und Herrn Dr. /. H. Page, die *durch Ce 
wahrung eines Stipendiums an den einen von uns (./argarete Bilow) diese 
Arbeit erméglichten, méchten wir auch an dieser Stelle unseren besten 
Dank aussprechen. 
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Die Beschleunigung 


der Dehydrierung von Mercaptoverbindungen durch Metalle. 
Ein Versuch zur Erklirung der oligodynamischen Wirkung 
der Metalle. 


Von 
Theodor Bersin. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Marburg a. d. L.) 


(Eingeqangen am 16. Januar 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das bei den verschiedenartigsten Dehydrierungs- bzw. Autoxy- 
dationsprozessen in Gegenwart von Wasser entstehende Hydroperoxyd 
um nur das Beispiel des Zinks! und Acetaldehyds* herauszugreifen 
wird bekanntlich bei entsprechender [H’)] durch Fe- und Cu-lonen 
aktiviert. Andererseits sind die in verschiedenen Organismen vor- 
kommenden Metallspuren notwendige Begleiter des fiir den intra- 
cellularen Stoffwechsel so wichtigen Thiol-Disulfidsystems. Diese 
Tatsachen sind von entscheidender biologischer Bedeutung, da_ wir 
heute wissen, daB einerseits autoxydable Sulfhydrylverbindungen wie 
das Glutathion Aktivatoren hydrolysierender, desamidierender und 
vielleicht auch anderer Enzyme®, andererseits sowohl Eisen als auch 
Kupfer lebenswichtige ,,katalytische‘‘ Elemente* sind. Nun liegt im 
sogenannten Arndtschen biologischen Grundgesetz eine qualitative 
Aussage vor tiber die Optimalkonzentrationen der an den Reaktionen 
des lebenden Gewebes beteiligten chemischen Verbindungen. Es 
mu8 danach sowohl eine Erhéhung der Optimalkonzentration der 


1M. Traube, B. 26, 1471, 1893. 

2 Wieland u. Macrae, A. 4838, 229, 1930. 

3 Waldschmidt-Leitz, Purr, Balls, Naturw. 18, 644, 1930; Waldschmidt- 
Leitz, Schaffner, Kocholaty, ebendaselbst 19, 965, 1931; Grassmann, Hoppe- 
Seyler 194, 124, 1931. 

4 G. Bertrand, Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 917, 1931; Hecht u. Eichholtz, 
diese Zeitschr. 206, 282, 1929. 
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..katalytischen”’ Elemente als auch eine Verringerung dieser Kon- 
zentration! zu einer Stoérung der Lebenstatigkeit fiihren. 

Die von Nadgeli* entdeckte oligodynamische Wirkung von Schwer- 
metallen driickt sich in einer Schadigung lebender Zellen aus. In der 
Umgebung von Metallen wird das Wachstum von Bakterien auf Nahr 
béden verhindert, die Chlorophyllbainder der Alge Spirogyra werden 
irreversibel geschadigt, schlieBlich kann man Wasser durch Behandeln 
mit Kupfer, Silber und anderen Metallen cligodynamisch wirksam 
machen, d. h. sterilisieren (Katadyn-Verfahren). Diese zellschadigenden 
Wirkungen sind auf die in der Lésung gebildeten Metallionen zuriick- 
gefiihrt worden. Und zwar bilden sich diese lonen durch den Angrift 
des Metalls durch den atmospharischen Sauerstoff. 

Es lag nun nahe, zu vermuten, daB diese oligodynamische Wirkung 
der Metallionen auf einer irreversiblen oxydativen Zerstérung des fiir 
die Enzyme des intracelluliren Stoffwechsels so wichtigen Thiol- 
Disulfid-Systems beruht. Zur Stiitzung dieser Hypothese sind die 
nachstehenden Modellversuche unternommen worden, zumal sich in 
der Literatur immer noch Angaben tiber angebliche mystische Metall- 
wirkungen weder chemischer noch physikalischer Natur finden®. 

Das durch einen H-Donator von héherem Reduktionspotential 
im ,,lebenden“ Gleichgewicht gehaltene Thiol-Disulfidsystem* wird 
dadurch zerstort, daB die Sulfhydrylkomponente mit den oligodynarnisch 
wirksamen Metallionen Innerkomplexverbindungen gibt, in denen sie 
sehr viel rascher zum Disulfid dehydriert wird. Es schien mir ratsamer, 
die fiir Modellversuche ahnlicher Art schon verwandte Thioglykol:aure 
durch deren substituierte Siureamide zu ersetzen, denn im Tripeptid 
Glutathion spielen die zum Teil in der Iminohydrinform vorliegenden 
CO .NH-Gruppen bei der Komplexbildung mit Metallionen sicher 
eine Rolle®. Es wurde das leicht zugangliche Thioglykolsdureanilid 
verwandt. 

Da es darauf ankam festzustellen, ob die an lebenden Zellen unter- 
suchte oligodynamische Wirkung der Metalle annahernd parallel ging 
mit der durch dieselben Metalle beschleunigten Dehydrierung des 
Thioglykolsaureanilids, wurden nicht Lésungen der Metallsalze, sondern 
die Metalle selbst untersucht. Obwohl hierbei der etwas dunkle Vorgang 
der oxydativen Auflésung des Metalls unter Bildung von lonen mit 


' Vel. Krah, diese Zeitschr. 219, 432. 444, 1930. 

2 Denkschr. d. schweiz. naturf. Ges. 33, 1, 1893. 

3 Saal, Chem. Centralbl. 1917, IT, 108; 1918, I, 288; 1919, LIL, 1067; 
1923. IIT, 958; A. BE. Ruete. ebendaselbst 1926, I, 2017; C. Pereira, eben- 
daselbst 1930, IT, 941. 

* Vgl. Hopkins, J. of biol. Chem. 54, 557, 559, 1922. 

Bersin, Zeitschr. f. anal. Chem. 85. 428, 1931 
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hineinspielt, stellte sich doch heraus, dab in Gegenwart von Sauerstof{ 
und in alkalischem Milieu (in saurer Lésung findet keine Beschleunigung 
statt) eine Beschleunigung der Dehydrierung von SH-Gruppen zu 8S . S- 
Gruppen stattfindet, wober die Reihenfolge der Reaktionsgeschwindig- 
keiten mit der Reihenfolge der oligodynamisch wirksam befundenen Metalle 
iibereinstimmt. Ich greife hier die einwandfreiesten Untersuchungen 
von Tammann und Riendcker' zum Vergleich heraus: 


Fallende Reihe der Wirksamkeit. 


Oligodynamisch Hg Cu Ni Co Sb Zn Cd Ag (FeAu) 
Oxydationsbeschleunigung: As Cu Sb Zn Cd Ag FeNi 


Kinzelne Widerspriche bei der Beurteilung der oligodynamischen 
Wirksamkeit sind von Tammann und Riendcker durch die Verun- 
reinigung der Metalle aufgeklart worden, denn schon Bestreichen eines 
edleren mit einem unedleren Metall reicht hin, um dem edleren die 
Spannung des unedleren zu erteilen. Daher sind auch die von mir 
erhaltenen Resultate mit einem nicht ganz zu vernachlassigenden 
Fehler behaftet, obgleich alle VorsichtsmaBnahmen zum Schutz vor 
..Vergiftung’ beachtet wurden. 

Immernin lieB sich beispielsweise die schon in oligodynamischen 
Versuchen! festgestellte Uberlegenheit des Kupfers iiber das Silber 
sicher nachweisen. Die gréBere Wirksamkeit des Kupfers im Vergleich 
zum Eisen ist bei der Autoxydationsbeschleunigung der Thioglykol- 
siure schon von Wieland? gefunden worden. Eine im Gegensatz zu 
Tammann und Riendcker gefundene starke Beschleunigung durch Gold 
ist wohl auf den Kupfergehalt des letzteren zuriickzufiihren. Lediglich 
das Nickel faillt ganz aus der Reihe heraus. 


Versuche. 
In einigen Vorversuchen wurden mittels einer einfachen Methodik 
die giinstigsten Konzentrationsbedingungen ermittelt. Und zwar 
sollte die Alkalinitaétszunahme in der Zeit bei der Autoxydation des 


' Zeitschr. f. anorg. Chem. 170, 288, 1928; siehe auch Baumgartner u. 
Luger, Chem. Centralbl. 1917, IT, 766; 1918, I, 750; 1921, IIT, 193; Lauben- 
heimer, ebendaselbst 1921, I, 848; Hess u. Reitler, ebendaselbst 1921, I, 588. 
Bail, ebendaselbst 1919, III, 723, hat auch die dem Kupfer iiberlegene 
Wirksamkeit des Arsens bei seinen Bakterienversuchen gefunden. Erwahnt 
sei, daB bei der Oxydationsbeschleunigung von k6rperfremden Stoffen, 
wie Guajaklésung, Benzidin und andere, von Falta u. Richter-Quittner. 
ebendaselbst 1921, I, 854, eine Reihenfolge der wirksamen Metalle auf- 
gestellt wurde. die mit der von Tammann u. Riendcker ann&éhernd iiber- 
einstimmt. 

2 Wieland u. Franke, A. 464, 155, 1928. 
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Natriumsalzes des Thioglykolséureanilids an der Luft gemessen werden, 
die nach folgender Gleichung verlauft : 
2 NaS .CH,CONH .C,H; + H,O + O,/2 — CgH;,NHCOCH,S 
.SCH,CONH . C,H; + 2 NaOH. 
Als Indikator diente eine gesattigte wasserige Lésung von Alizarin- 
gelb (Umschlag py = 10 bis 12), die sich zur einbasischen Titration von 
Mercaptoverbindungen bewahrte. Die nach diesem Verfahren er- 
haltenen Werte waren aber unbrauchbar, da sich herausstellte, dab 
das entstehende Disulfid ebenfalls Alkali verbrauchte. 1,7024 g (1 Mol) 
Dithiodiglykolsdureanilid wurden mit 2 Mol NaOC,H, versetzt. Eine 
sofortige Ricktitration mit n/l0 HCl (Verbrauch 30,55 ccm) ergab, 
daB 71° 
Da in der Literatur noch keine alkalimetrische Titration von aliphati 
schen Mercaptoverbindungen erwahnt ist, seien hier einige angefiihrt. Die 
Titration ist gleichzeitig ein viel genaueres Ma fiir die Reinheit der Ver 
bindung, als etwa die Verbrennung oder S-Bestimmung. Die angegebene 
Menge der Substanz wurde in 30 cem luftfreien Alkohols méglichst schnell 
gelést und nach Zusatz von 5 cem Indikatorlésung mit n/10 abs. NaOC,H, 
gegen eine Vergleichsl6sung auf Gelbbraun titriert. 


0 


des Natriumathylats verbraucht worden waren. 





. Aquivalent 
Substanz 4 cem verbr - 
gef. ber 
Thioglykolsaureanilid 0,3792 22.70 167,4 167 
0,1895 10,81 171.9 
0,2128 12,74 168,7 
Thioglykolsaure-p-toluidid 0,1648 9,10 186.6 181 
Thioglykolsaure - p - carboxy - 
anilid (zweibasisch) . 0.2000 18,54 107.9 105.5 


Es wurde nun die Sauerstoffabsorption einer wasserig-alkoholischen 
Lésung des Natriumsalzes des Thioglykolséureanilids untersucht (in 
rein wasseriger Lésung ist das entstehende Disulfid zu schwer léslich). 


Die Apparatur bestand aus einem Schittelthermostaten, in dem die 
Wasseroberflache mit einer Olschicht bedeckt war, um lastiges Spritzen zu 
vermeiden. In einem Schliffkolben von 100 cem wurde die zu untersuchende 
Lésung mit dem Metall in Sauerstoff geschiittelt. Der Kolben war tber 
einen Zweiwegehahn mit einer Biirette verbunden, deren Wassermantel 
mit dem Thermostaten in Verbindung stand. Der Sauerstoffverbrauch 
wurde iiber mit etwas Glycerin bedecktem Quecksilber abgelesen. Kurz 
vor dem Versuch wurde die Apparatur bis zum Sieden des Alkohols evakuiert, 
mit Sauerstoff gefilllt, wieder evakuiert, und wieder mit Sauerstoff gefiillt. 
Zu diesen Operationen-wurde stets dieselbe Zeit gebraucht. Nach 30 Sekunden 
Schiitteln wurde der Nullwert abgelesen. Temperatur 21°. Konstante 
Schiittelgeschwindigkeit. Die mit Normalschliff versehenen Kolben wurden 
zur Reinigung mit heiBer Chromschwefelséure und destilliertem Wasser 
ausgespiilt, dann ausgedimpft, bei 120° getrocknet und im Exsikkator 
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uber P,O; abktihlen gelassen. Durch Kontrollversuche wurde festgestellt, 


daB eine ,,Vergiftung’* der Glasoberflache auf diese Art vermieden wurde!. 
Die Stammlésung setzte sich wie folgt zusammen: 0,3340 9 Thio- 
glykolsdureanilid wurden im Kolben mit der berechneten Menge n/10 





absoluter alkoholischer Natriumathylatlésung neutralisiert und das 
Ganze mit destilliertem Wasser zu 33,4 ccm aufgefiillt. 
Blindversuch : 
Minuten: 10 50 100 120 930 
cem Oy 0,2 05 2.4 33 11.3 


Ein Versuch ohne Alkali 


yesetzt 
verlauft : 


zeigte, daB bei kleinerem py die Restoxydation? schnelle 


es wurde statt dessen Alkohol hinzu- 








Minuten: 


eem ©), 


com Souerstof 





5 15 30 50 

0,2 0.9 1,6 1.9 
DaB die Autoxydation des Natrium- 
athylats zu vernachlassigen ist, zeigte ein 


Versuch, bei dem das Thioglykolsaureanilid 
Innerhalb 60 Minuten 
beobachtet. 


weggelassen wurde. 
wurde keine Sauerstoffaufnahme 
Auch zugesetztes Kupfer  katalysiert 

Autoxydation des Natriumiathylats nicht: 


die 





Minuten: 30 60 1440 


cem Oy. . 0 0 0,6 


0 0 0 0 WH 0 
pg Um vergleichbare Resultate zu erhalten, 
an wurde die Beobachtungszeit durchweg auf 
. oa 60 Minuten beschrankt. Die in dieser Zeit 
i" dntionon verbrauchten Sauerstoffmengen sind in der 
¥ mise. Abb. 1 fiir die Metalle Arsen (als Pulver, 3 g). 


VI Eisen, Nickel . 7 
Kupfer (als Spine, 3g), Gold (als Blattgold, 


20 mg), Antimon (als Pulver, 3g), Zinn (als Folie, 0,6 g), Eisen (als 
Pulver, 3g), Nickel (als Wolle, 0,3 g) eingetragen. 


' Vel. Freundlich u. Séllner, diese Zeitschr. 208, 3, 1929. 
* Val. S. 468, FuBnote 2. 
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Im Kontrollversuch zeigte sich, dal diese Beschleunigung de: 
Deh ydrierung zweifellos auf die Metallionen zurickzufihren ist. Einmal 
wurden zur Stammlésung 0,02 mg Cu’ als Nitrat hinzugefigt: 





Minuten 6 10 »” 3L 40) yt) 60 
cem O nee 1.1 1.6 38 6.2 7.8 Q0 49 


das andere Mai 0,02 mg Fe” ebenfalls als Nitrat: 





Minuten : 5 10 20 30 $5 aa) 
eem Os RM 0,7 0.9 1,7 2,1 2,7 29 3.6 


Nach Wieland? ist anzunehmen, da das metallische Kupfer unter 
Bildung von Cuprosalz und H,O, in Lésung geht und daB diese ,,oxydatiy 
kraftige Kombination™ zur Disulfidbildung fiihrt. Cupriionen geben mit 
Mercaptoverbindungen stets Cupromercaptid und Disulfid?, und ersteres 
gibt beim Ubergang in das Cuprisalz mit Sauerstoff wiederum H,0O, 

Aus der Abb. 2 ersieht man, dal} massives Silberblech ebensowenig 
wie Collargol (Heyden) die Autoxydation beschleunigt (wenigstens nicht 
im Zeitraum | Stunde), wahrend die Si/berfolie schon geniigend Ag 
in Lésung schickt. Zum Vergleich 


or . 
ist noch die Wirkung von vorn- Z 
fn] f it 
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[Il Silberblech, Collargol: Kontroll 


In der Abb. 3 sind schlieBlich die etwas anders gearteten Kurven 
von Zink und Cadmium eingetragen. Man sieht, daB nach einer relativ 
energischen Anfangsperiode die Autoxydationsbeschleunigung — sich 
stark verlangsamt (Hautbildung 7) 


1 A. 434, 185, 1923. 


2 Beckurts u. Frerichs, J. pr. Chem. {2} 66. 177, 1902. 
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Um den EinfluB8 des gebildeten Reaktionsprodukts auf den De- 
hydrierungsverlauf kennenzulernen, wurde zu der Stammlésung 0,0835 g 
(0.25 Mol) Dithiodiglykolsdureanilid hinzugefiigt : 





Minuten 10 
oom. 6 4.9 6,1 6.9 7: 7,6 7.9 


Schon Harrison! hatte darauf aufmerksam gemacht, daB Disulfide 


die oxydative Umsetzung von Mercaptanen metallfrei beschleunigen. 


SchlieBlich sei bei dieser Gelegenheit erwaihnt, daB in Bestatigung 
der Ansicht von Labes und Freisburger* gefunden wurde, daB auch 
Alloxan die Dehydrierung von Thioglykolsdéureanilid durch Sauerstoff 
stark beschleunigt : 


|. Stammldésung 0,0071 g Alloxan. 





Minuten : 10 20 30 
cmO,.... 09 19/24 29/31! 44) 54 


2. Stammldsung 0.0710 ¢ Alloxan. 





Minuten: 
ae 3,7 6.1 


' Chem. Centralbl. 1928, IL, 33. 
Ebendaselbst 19381, I, 2227. 





Uber den ,Gebundenen Zucker des Blutes 
und die Méglichkeit seiner Beeinflussung durch Organpriparate'. 


Von 
A. M. de Vries. 


(Pharmaco-therapeutisches Laboratorium der Universitat Amsterdam. ) 
(Eingegangen am 20. Januar 1932.) 


Grevenstuk hatte in einer Dissertation fiir die Universitat Amsterdam 
im Jahre 1929 einige Beitrage ygeliefert zum Problem des gebundenen 
Blutzuckers und iiber seine mégliche Beeinflussung durch verschiedene 
Mittel. Spater wurde dieses Problem noch einmal in unserem Labora 
torium aufgenommen. Dabei ergab sich, daB bei Ausfiihrung einer 
solchen Zahl von Versuchen, wie sie fiir eine statistische Untersuchung 
des Materials erforderlich ist, ihre Bewertung gréBere Schwierigkeiten 
liefert, als urspringlich angenommen wurde. Es besteht niamlich 
bereits eine verhaltnismaBig breite Variationsmoéglichkeit bei normalen 
Bestimmungen des gebundenen Blutzuckers. Bei der Priifung des 
Einflusses der hier ganz kurz zu streifenden Stoffe machte sich die 
groBe spontane Variabilitat in unangenehmer Weise bemerkbar. so 
daB Resultate bei dieser Art Versuche nur verwendbar sind, wenn sie 
in besonders groBer Zahl vorhanden sind. 

Diese Tatsache scheint uns der Mitteilung wert. Es ist wichtig. 
zu wissen, daB Probleme des ,,gebundenen Zuckers* sich recht schwer 


. . . + . . 
bearbeiten lassen, und daB man eine sehr weitgehende Ubereinstimmung 


bei wenigen Ergebnissen fordern miiBte, bevor man sie fiir zuverlassige 
SchluBfolgerungen verwerten darf. So sind daher auch die zahlreichen 
Widerspriiche in den Angaben tiber den gebundenen Blutzucker, wie 
sie hauptsichlich in der franzésischen und italienischen Literatur zu 
finden sind, leicht begreiflich. 


! Die Versuche wurden im Juni 1930 abgeschlossen. Fiir die statistische 
Behandlung meines Versuchsmaterials danke ich auch an dieser Stelle 
Herrn Dr. J. Freud bestens. 
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(rrevenstuk hat in den Ergebnissen der Piysiologie (Asher-Spiro) 
zusammenfassend tiber den damaligen Stand dieser Frage im Jahre 1929 
berichtet, so daB fiir Literaturangaben und sonstige weitere Erklarungen 
auf diese Ver6ffentlichung verwiesen werden kann. 


Methodik. 


.Gebundener Blutzucker™* ist in der Literatur der Name des redu- 
zierenden Vermégens von Blut oder Plasma, das im Gegensatz zur 
freien reduzierenden Substanz, dem Blutzucker, erst auftritt, nachdem 
diese Flissigkeiten mit verdiinnter Mineralsiure gekocht wurden. 
In der obenerwahnten Monographie wird der gebundene Zucker mit 
dem Namen ,,hydrolysierbare Substanz* bezeichnet bzw. mit dem 
Symbol Hy-S, hauptsachlich, um einer Begriffsverwirrung entgegen- 
zutreten, die von dem Namen Zucker herriihren kénnte; denn wir 
haben bisher nicht geniigende Anhaltspunkte, um iiber die nahere 
chemische Natur dieser Substanz etwas auszusagen, auch nicht, dab 
sie ein Zucker ist. 

Zur Bestimmung dieser Substanz wurde die Technik von Condorelli 
angewendet; mittels dieser hat man gut untereinander stimmende 
Resultate bei Paralleluntersuchungen erzielt. Die nihere Beschreibung 
der Methode ist ebenfalls in den Ergebnissen der Physiologie (I. c.) 
zu finden, 

Im folgenden sind die Bestimmungen der Hy-S nach statistischer 
Verarbeitung verwertet. Von einer ausfiihrlichen Darstellung der 
Originalzahlen wurde, hauptsachlich um Raum zu sparen, abgesehen 
(s. Anfang). Fiir etwaige Interessenten stellen wir unsere urspriinglichen 


Zahlen gern zur Verfiigung. 


Vorversuche. 

Um eine entsprechende Vergleichsbasis zu erhalten. sind folgende 
Vorversuche ausgefiihrt: 

1. In einer Serie von 96 Bestimmungen wurde die Variation des 
normalen ,,gebundenen Blutzuckers bestimmt bei nicht hungernden 
Kaninchen von einem Kérpergewicht von 2000 bis 2500 g bei einer 
einmaligen Blutabnahme. Im nachfolgenden sind alle Angaben der 
Einfachheit halber in '/, 9, mg gemacht. Es ergab sich, daB die Variations- 
breite des normalen gebundenen Blutzuckers sich von 20 bis 100 er- 
streckt, wobei der Mittelwert 64,11 und die Streuung 16,3 ist. 

2. Wenn man mehrmals, und zwar in Intervallen, entsprechend 
denen, die auch bei den spateren Versuchen verwendet wurden, Blut 
abnimmt, dann ergibt sich, daB die Variationsbreite der verschiedenen 
Blutmuster zwischen 25 bis 100 liegt und einen Mittelwert aufweist 
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von 58,30, mit einer Streuung von 18,90. Die Anzahl dieser Be- 
stimmungen ist 69. 

3. In einer dritten Serie wurde Kochsalz eingespritzt, und die 
Blutabnahme geschah wieder in gleichmaBigen (siehe 2.) Intervallen. 
Die Intervalle waren meistens 40 Minuten, und es erfolgten héchstens 
sechs Blutabnahmen innerhalb 4 Stunden. 

Diese Serie wurde bei sechs Kaninchen ausgefiihrt, von jedem wurde 
sechsmal nach der Einspritzung Blut abgenommen. Die Variations- 
breite ist den vorher genannten Versuchen ahnlich, der Mittelwert 
jedoch etwas héher: der Mittelwert ist 70.55, mit einer Standard- 
abweichung von 13,55. 

Aus diesen drei Serien ergibt sich, daB die Blutabnahme,. und wh 
kénnen auch sagen die Einspritzung von physiologischer Na Cl-Lésung, 
keine wesentliche Abweichung der Hy-S gegeniiber dem Normalwert 
nach einer einmaligen Abnahme verursacht, bzw. bei der relativ noch 
immer zu geringen Zahl der Bestimmungen kénnen die kleinen Ab- 
weichungen der Mittelwerte durch anormale Tiere bedingt sein. 

Untersucht wurde u. a. der etwaige EinfluB von einem Leberextrakt 
und von Insulin verschiedener Reinheit. Ich beschranke mich hier 
auf eine kurze Wiedergabe der Versuche mit Leberextrakt und die 
etwas ausfiihrlichere der Versuche mit Insulin. 

Es wurden 2cem L£2trakt, das 20 ¢ Leber entsprach, eine Menge 
von ungefaihr 172 mg Trockensubstanz enthielt und in gleicher Weise 
wie der spater zu beschreibende Insulinabfall aus Pankreas bereitet 
war, hei 14 Kaninchen eingespritzt. An diesen Tieren wurde nach 
sechs Blutabnahmen eine sehr regelmaBige Verteilung der erhaltenen 
125 Werte von gebundenem Blutzucker gefunden. Der Mittelwert ist 


dann auch 56,25 und die Standardabweichung 15,3. 


Wenn wir diese Werte vergleichen mit solchen, erhalten nach 
Kinspritzung von NaCl (Mittelwert 70,55), so wiirde man auf den ersten 
Blick sagen: die Leberextrakte scheinen die Hy-S herabzusetzen, wenn 
man annimmt, daB Kochsalzeinspritzung als solche eine erhéhende 
Wirkung hat (70,55 gegen 58,3 unbehandelte Tiere); diese Erhéhung 
ware dann durch die Lebersubstanz wieder ausgeglichen. Der Schlub 
ist aber kaum zulassig, da jede Spur von einer Gruppierung in der 
Verteilungstafel fehlt: dies wird auch dadurch dokumentiert, daB die 
Standardabweichung nicht auberordentlich hoch ist. Wir vermuten 
daher, daB diese Art Leberextrakt keinen charakteristischen Kinflub 
auf die gebundene reduzierende Substanz ausiibt. 

Insulin wurde an 44 Kaninchen, und zwar in Form von Praparaten 
verschiedenen Reinheitsgrades, gegeben. Es wurden 328 Bestimmungen 
ausgefiihrt. Auch hier sind die Angaben, die in der Literatur zu finden 
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sind, recht widersprechend. Die meisten Autoren fanden ebenso wie 
Condorelli eine Erhéhung der Hy-S, einige Autoren sprechen aber von 
einer Senkung. Die von Condorelli gemachte Angabe, bei Eintritt von 
Kiampfen steige die Hy-S, kann bei unserem Versuchsmaterial nicht 
bestatigt werden. Grevenstuk hatte in seinen Versuchen den Eindruck, 
als ob unreine Praparate die Hy-S erniedrigten, die reineren sie er- 
héhten. Die Versuche wurden zum Teil an hungernden, zum Teil an 
nichthungernden Tieren ausgefiihrt. Die anfanglichen Ergebnisse 
wurden erhalten mit einem ziemlich unreinen Insulinpraparat. 

Absichtlich wurde dann in einer weiteren Serie von Versuchen 
ein Praparat eines sehr hohen, ja selbst des héchsten damals in dem 
Laboratorium von Prof. Laqueur erreichten Reinheitsgrades (bis 
0,015 mg/E) verabreicht und die dabei erhaltenen Resultate verglichen 
mit Priparaten von 20mal so grobem Trockenrest pro Einheit (0,300 mg) 
bzw. mit Priparaten, die tiberhaupt kein Insulin mehr enthielten. 
Diese waren Abfallprodukte, entstanden bei der Reinigung des Insulins ; 
sie wurden z. B. aus 1g unreinem Insulin gewonnen, und in 2 cem der 
zur Einspritzung verwendeten Menge befanden sich ungefahr 40 mg 
Trockensubstanz, die 300 Einh. des urspriinglichen Insulinpraparats 
entsprachen. Wenn wir in einer Vergleichstafel die drei Arten von 
Praparaten miteinander vergleichen, so finden wir folgende Mittelwerte 
und Standardabweichungen: 





Pro Einheit Mittelwert Standardabweichung 


Reinstes Insulin. . ; + 0,015 mg 60,00 11,26 
Insulin . 0,300 , 56,66 7,45 
Abfall _ 62.00 24,45 


Bereits aus dieser Zusammenstellung ersehen wir, dab die Werte 
fiir die Bestimmungen bei diesen drei untersuchten Substanzen eine 
ziemlich weitgehende Ubereinstimmung aufweisen. Originalwerte, bei 
dieser Untersuchung erhalten, sind als Anhang der Arbeit in einer 
Tabelle zusammengefaBt. 

Es sei jedoch besonders darauf hingewiesen, daBi die etwas héhere 
Standardabweichung in der letzten Serie bedingt ist durch zwei Tiere 
in der Serie, welche die vom Mittelwert weit abweichenden sehr hohen 
Werte gaben und daher eigentlich aus der Betrachtung hatten aus- 
geschlossen werden miissen. Aus diesen Versuchsserien ist daher wieder 
nur zu schlieBen: eine eindeutige Wirksamkeit auf die gebundenen 
Blutzuckerwerte kommt weder dem Insulin verschiedenen Reinheits- 
grades, noch dem Abfallprodukt, entstanden bei der Bereitung des 
Insulins, zu. Da Insulin, aufgelést in n/100 HCl, gegeben wurde, wurden 
zur Kontrolle auch reine n/100 HCl-Lésung bei zw6élf Kaninchen 
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eingespritzt. Die Zahlen werden hier nicht im einzelnen angegeben, 
weil meistens nur je eine Bestimmung nach der Einspritzung aus- 
gefiihrt wurde, die allerdings in beinahe samtlichen Fallen Werte ergab, 
die mit denen vor der Behandlung tbereinstimmten. 

Auf Grund einer relativ kleinen Serie von Versuchen in unserem 
Laboratorium war, wie bereits erwahnt, der Eindruck entstanden, als 
bestiinde das Insulin aus zwei Komponenten, wovon die eine mehr 
in der Richtung der Erhéhung der Hy-S-Werte wirkte, die zweite aber 
diese Werte erniedrigte. Die erhéhende Substanz ware dann das reine 
Insulin gewesen, die erniedrigende Substanz dagegen sollte in unreinen 


Praparaten vorkommen. Dies war der Grund, weswegen die bei der 


teinigung des Insulins entstehenden Abfallprodukte — hinsichtlich 
ihrer Wirkung aut den gebundenen Blutzucker untersucht wurden 
Wie gesagt, hat sich diese urspriingliche Autfassung mit Hilfe der 
verwendeten Tiere und Priaparate nicht bestatigen lassen. 


Anhang. 

Es ist zum AbschluB noch eine Tabelle hier beigefiigt, die die 
Insulinversuche im einzelnen wiedergibt. 

Schon durch einfache Betrachtung dieser Tabelle laBt sich daraus 
folgendes ableiten: 

a) Bei Durchsicht in vertikaler Richtung sieht man die breite 
Variation der Werte, welche die Hy-S sowohl vor als auch nach Ver- 
abreichung der Priparate zu denselben Zeitpunkten (ausgedriickt als 
Abstand in Minuten vom Augenblick der Einspritzung ab) gezeigt hat 

b) In horizontaler Richtung gesehen fallt die UngleichmaBigkeit in 
dem Verhalten der Tiere auf. 

Bereits hieraus scheint der SchluB gerechtfertigt, dab ein 
charakteristischer EinfluB der erfolgten Behandlung nicht zugeschrieben 
werden kann. 

Bei der zusammenfassenden Betrachtung konnen die Zeitpunkte 
der Blutabnahmen nach der ersten Sichtung der Tabelle vernachlassigt 
werden. Dies um so mehr, weil ja diese Zeitpunkte willkirlich, aber so 
gewahlt wurden, da eventuelle Einfliisse der Behandlung dabei zum 
Ausdruck kommen sollen. Die Antwort auf diese Frage hat dann auch 
so zu lauten, dab eine charakteristische Abweichung zu den gewahlten 
Momenten wohl oder nicht festzustellen war. Die Mittelwerte und die 
darauf bezogenen Standardabweichungen geben zuniachst Aufschlub 
iiber die Variationsméglichkeiten. Tiere, deren Ausgangswerte, auf 
dieser Grundlage beurteilt, zu stark von den Normalwerten abweichen, 
sind bei der weiteren Betrachtung als regelwidrige anzusehen. Solche 
Tiere kénnen Wirkungen vortéuschen, wenn sie ohne Beriicksichtigung 
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Insulinversuche. 
Werte der Hy-S (Mittel aus 2 bzw. 3 Bestimmungen). 
Vor Ein- Einspritzung nach 


spritzung 


40 Min. 


80 Min. 120 Min. 


160 Min 


200 Min 


Nach Kinspritzung von Insulin 8 bis 20 » pro Einheiten. 


O69 
0.55 
0.69 
0.50 
0,49 
0.69 
0,49 
0.52 
0,62 
O60 
Nach 
0,34 
52 
0.48 
0.58 
0.64 
048 
0,48 
0.36 


0,50 
0,39 
0.49 
0,47 
0.44 
0.44 


0,39 
0,90 
1,92 
0,74 
0,71 
0,48 
0,72 
0,57 
0,74 
0,32 
0,58 
0,49 
0,52 
0,46 


0,63 0,71 
0,61 0.56 
0,70 0,78 
0.54 0.50 
0,41 0,47 
0.69 0.76 
0.59 0.58 
0,64 0,41 
OSS 0.76 
0,60 0,53 
Einspritzung von Insul 
0,40 0,47 
0,56 0,62 
0.49 0.40 
0.65 0,66 
0.65 0,67 
0.54 0.44 
0,69 0,42 
0,60 0.47 
Nach Einspritzung von 
0.58 0,52 
0,62 0,65 
0,52 0.51 
0,56 0,54 
0,53 0,46 
0,63 0,70 
Nach Einspritzu 
0.48 0,66 
1,15 1,14 
1,09 0,94 
O81 0,74 
0,64 0,74 
0,58 0,54 
0,45 081 
0,54 0,55 
0,64 
0,96 
0.54 0,54 
0,47 0,44 
0,50 0,50 
0.45 0.46 


0,54 
0,53 
0.66 
0.65 
0,39 
0,72 
0,45 
O81 
0,73 


0,55 


in 110 oder 138 y pro Einhe 


0,55 
0,51 
0,66 
0.39 
0,43 
0,60 
0.60 
0.49 
0.61 
0.54 


0.48 
0,56 
0,74 
0.50 
0,52 
0,60 
O89 
0,57 
0,67 
0.60 


0,57 

0.67 0,65 0.68 
0.51 0,57 0.49 
0.73 0,62 0,66 
0,78 0.62 0,62 
0.55 0.51 0,54 
O57 0.55 0.53 
0,60 0.48 0,49 
Insulin 300 y pro Einheiten. 
0.63 0.50 0,65 
0,67 0.64 0,55 
0,60 0,50 0,52 
0,63 0.61 0.49 
0.53 

0,70 0.58 0.62 
ng von Insulinabfall. 

0,75 

1,24 0,89 0,92 
O83 0,68 0,72 
0.82 0.56 0.53 
0,67 0,46 0,62 
0,42 0,65 0.59 
0.50 0.48 0,49 
0.68 0.61 

O51 0,45 0,46 
0,46 0,50 0,43 
0,48 0,48 047 
0.48 0.51 0,47 


iten. 


240 Min 


0.60 
061 
O55 
0.58 
0,56 
OS] 
0.64 
0.62 
0,52 


0.68 
0,45 
061 


0.43 
0.59 
0,43 
0,47 


051 


0,56 
0,47 
0,51 
0,42 
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in das Gesamtmaterial aufgenommen werden. Wenn dann die Mittel- 
werte und Standardabweichungen bei den Zahlen bestimmt werden. 
die nach der Einspritzung erhalten wurden, dann mite man fordern, 
daB diese von den Normalwerten so stark abweichen, wie dies ohne 
Behandlung nicht der Fall gewesen ware. Ist diese Forderung nicht 
erfiillt, dann kann, wie bei dem beschriebenen Material zu sehen 
war, auf keine eindeutige Beeinflussung der Werte durch die Be- 


handlung geschlossen werden. 


Zusammenfassung. 
Es wird festgelegt, wie groB die Variation des gebundenen Zuckers 
(Hy-S) im Blute ist, und zwar: 
1. bei normalen, nichthungernden Kaninchen, 


2. wenn man solchen in Abstainden von 40 Minuten Blut abnimmt, 


3. wenn physiologische Kochsalzlésung eingespritzt wird. 

Am genauesten (unter Verwendung von 44 Tieren) wurde die 
Wirkung des Insulins verschiedenen Reinheitsgrades auf die Hy-S 
untersucht. Es konnte jedoch auch von dieser Substanz samt Begleit- 
stoffen keine eindeutige Wirkung erkannt werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 245 31 











Das Verhalten des sogenannten gebundenen Blutzuckers, 
der reduzierenden Substanz (Hy-S) im Blutplasma des Menschen’. 


Von 
A. M. de Vries. 


(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 20. Januar 1932.) 


Bei einer Reihe von Kaninchen wurde ohne und nach Behandlung 
mit verschiedenen Substanzen das Verhalten ,,des gebundenen Zuckers'**, 
besser der reduzierenden Substanz, im Blute untersucht? und dabei 
eine betrachtliche spontane Variationsbreite festgestellt, so daB eine 
BeeinfluBbarkeit durch die angewendeten Substanzen nicht mit 
Sicherheit zu konstatieren war; wir haben nun weiter eine Reihe von 
Bestimmungen bei Menschen vorgenommen. Diese Bestimmungen 
hatten den Zweck, dem Verhaltnis zwischen der freien und gebundenen 
reduzierenden Substanz aufs neue nachzugehen, weiterhin aber auch 
noch den, das Verhalten der Hy-8, wie Grevenstuk den nach Hydrolyse 
zu bestimmenden ,,gebundenen Zucker® bezeichnet hat, bei verschie- 
denen Krankheitszustinden zu studieren. 

Die Methode fiir diese Untersuchungen war die bereits friiher in 
Tierversuchen gebrauchte Bang-Condorellische Methode, wobei die 
gebundene reduzierende Substanz durch Hydrolyse mit schwacher 
Saure im Autoklaven frei gemacht wurde. Die Resultate dieser Unter- 
suchungen sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefaBt. Die 
Tabelle I enthalt eine Reihe von 28 Bestimmungen des Plasmazuckers 
und der Plasma-Hy-S bei gesunden Personen. Die Zahl dieser Unter- 
suchungen wie auch der in den folgenden Tabellen enthaltenen ist zu 
gering, um eine schematische statistische Bearbeitung fiir sie zu ver- 


wenden. 


! Fiir die Uberlassung des Versuchsmaterials. gewonnen aus zahl- 
reichen Venaesektionen, sei Herrn Dr. Kroonenberg, arztlichem Direktor des 
Nied. Israel. Krankenhauses, auch an dieser Stelle bestens gedankt. 

2 Diese Zeitschr.. vorstehende Arheit und Grevenstuk, Dissertation 


Amsterdam 1929. 
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Wir miissen ja immer vor Augen halten, das bei menschlichen 
Fallen die Bedingungen, unter denen die Individuen stehen, auBerst 
variabel sind. Der Ernahrungszustand, die Kost, die Zeiten der Ver- 
abreichung, die mannigfachen physikalischen und psychischen Ein- 
fliisse ergeben, selbst abgesehen von der etwaigen Krankheit, eine 
derartige Variation der Bedingungen, wie sie im zielbewuBten Tier- 
versuch niemals zugelassen werden. Datum muB menschliches Versuch- 
material fiir irgendwie sichere Schlisse verhaltnismaBig viel gréBer 
sein als solches aus Tierversuchen. 

Aus den erwahnten 28 Fallen der Tabelle 1 kénnen wir sofort 
eine groBe Variationsbreite sowohl des freien wie auch des gebundenen 
Plasmazuckers ableiten. Es sei hier erwahnt, daB wir fiir die freien 
Plasmazuckerwerte versuchsweise die Bang-Condorellische Methode 
mit der Hagedorn-Jensenschen verglichen haben und den Eindruck 
hatten, als ob die letztere Methode etwas niedrigere Werte ergeben 
kann als die Bang-Condorellische Methode. Es handelt sich jedoch 
bei den hier behandelten Bestimmungen um Vergleichswerte, wobei die 
Frage offen gelassen wird, welche Bestimmungsmethode der Wirklich- 
keit niherkommende absolute Werte liefert. Wir finden bei den Normal- 
fallen, wie dies auch aus der Tabelle I zu ersehen ist, daBb ein gesetz- 
maBiger Zusammenhang zwischen den beiden Substanzen (der freien 
und gebundenen reduzierenden Substanzen) nicht besteht. Es ware 
irrefiihrend, die Werte, aus ihrem Zusammenhang gerissen, etwa in 
zwei Haufigkeitskurven untereinander zu schreiben, man wiirde dann 
den Eindruck erhalten, als ob die Kurven parallel verliefen, d.h. die 
héheren Werte der freien reduzierenden Substanz im Plasma mit jenen 
der Hy-S im Plasma iibereinstimmen wiirden. Dies ist, wie gesagt, bei 
individueller Betrachtung durchaus nicht der Fall. 

Bemerkenswert ist, daB die meisten Falle der Hy-S-Werte im 
Plasma 110 mg-°% nicht tibersteigen, waihrend die zugehérigen freien 
Plasmazuckerwerte sich zwischen 90 und 150 mg-°%, regellos bewegen 

Man erkennt dies aus der folgenden Anordnung: 

Man faBt die Fille in Gruppen zusammen, die nach ihrem freien 
Blutzucker z. B. mit Grenzen von 0,90 bis 0,99°%/o, von 1,00. bis 
1,20°/o usw. geordnet sind und gibt fiir jede Gruppe an, welches die 
Grenzwerté fir die Hy-S sind, welche bei den zugehérigen Gruppen- 
gliedern vorkommt. Man sieht dann aus Tabelle Ia, dab jede Regel 
miBigkeit in der Zuordnung von freiem und gebundenem Blut 
zucker fehlt. 

In den folgenden Tabellen IL bis IV, in welchen 32 Tuberkulose- 
38 Carcinom- und 56 verschiedene andere Krankheiten vorkommen, 
sind wieder die gefundenen Plasmazuckerwerte und die Werte dei 
Hy-S nebeneinander gestellt. Ferner sind auch, in der Weise det 


31* 
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Tabelle la, stets zu Gruppen mit steigendem freien Blutzucker die 
Werte angegeben, welche die zugehérigen Gruppenglieder fiir Hy-S 
zeigen (Tabelle Ila, Illa, [Va). Ferner haben wir auch alle Bestim- 
mungen im Plasma von Kranken zusammengefaBt und mittels der 
Korrelationsrechnung folgendes festgestellt : 

Der Mittelwert des freien Blutzuckers ist 145 mg-°,, mit einer 
Streuung von 40,2 mg-°,. Der Mittelwert des gebundenen Blutzuckers 
ist 124 mg-°,, mit einer Streuung von 40,7 mg-%. Die Korrelation 
zwischen den beiden ist praktisch Null. 

Was also das Verhaltnis der zwei durch dieselbe Methode unter- 
suchten Substanzen betrifft, so ergibt sich, daB sowohl bei Gesunden 
wie auch bei Kranken die beiden voneinander vollig verschieden variieren, 
was vielleicht einen weiteren Beitrag gibt zur Auffassung, daB die zwei 
Substanzen oder Gruppen von Substanzen miteinander recht wenig 
zu tun haben und wahrscheinlich ihrer chemischen Natur nach scharf 
unterschieden sind. Es ist nur zufallig, daB fiir die Bestimmung 
beider ihre reduzierende Reaktion gebraucht werden kann. 

Wenn wir die 28 Normalfille als ausschlaggebend betrachten, 
dann kénnte auffallen, daB bei Schwerkranken, besonders aber bei 
Carcinom und noch mehr bei Tuberkulosefaillen haiufiger als sonst 
hohe Werte des gebundenen Zuckers vorkommen, die bei den Normal- 
fillen fast iiberhaupt nicht zu finden sind. Die UnregelmaBigkeit 
der Erscheinung 14Bt es jedoch nicht zu, dieselbe als ein diagnostisches 
Hilfsmittel zu gebrauchen. 

Wenn also die Angaben bereits diagnostisch schwer zu werten 
sind, kénnen sie um so schwieriger als Richtschnur irgendeiner thera- 
peutischen Bestrebung dienen. Diese letztere Behauptung wird noch 
gestiitzt durch die Tatsache, daB Versuche, die Wirkung des Hy-S 
bei Kaninchen durch verschiedene Mittel zu beeinflussen, bisher ohne 
Erfolg geblieben sind. Vielleicht ware dies méglich, wenn wir die 
Hy-S in verschiedene Fraktionen zerlegen kénnten, je nach ihrer 
genaueren chemischen Natur bzw. Herkunft, denn die gebundene 
reduzierende Substanz ist zweifellos komplexer Natur. 

Der Hauptzweck der Veroffentlichung dieser und der vorstehenden 
Arbeit mit den in vieler Hinsicht negativen Ergebnissen ist folgender : 
Grevenstuk hat in seiner ausfiihrlichen und tibersichtlichen Monographie 
unsere derzeitigen Kenntnisse iiber den sogenannten  ,,gebundenen 


' Siehe Literatur tiber Menschenblut und Plasma bei A. Grevenstuk, 
Ergebn. d. Phys. 31, 1930. Die Versuche waren im Juni 1929 abgeschlossen. 
Wir sehen jetzt, daB auch B. Lustig u. A. Langer, diese Zeitschr. 242, 4, 1931, 
bei Tuberkulésen und besonders Carcinomatésen mit Benutzung anderer 
Methoden sehr hohe Werte fiir den EiweiBzucker angaben. 
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Blutzucker“, von ihm als Hy-S bezeichnet, zusammengefabt. Es 
scheint wichtig, nachdriicklich zu warnen, irgendwelche Schliisse zu 
ziehen aus Differenzen dieser Hy-S ohne eine auBerordentlich grobe 
Zahl von Kontrollen, die mit Sicherheit erkennen lassen, da man es 
mit Differenzen zu tun hat, die auBerhalb der Fehlergrenze liegen 


Zusammenfassung. 


Es werden der freie und der sogenannte gebundene Blutzucker, 
die sogenannte reduzierende Substanz (Hy-S) nach dem Bang- 
Condorellischen Verfahren, durch Grevenstuk naher ausgefiihrt, in 
Doppelanalysen in 136 Fallen bestimmt. Das Material stammte yon 
28 gesunden Menschen, 38 Carcinomatésen, 32 Tuberkulésen und 
56 Patienten mit verschiedenen Krankheiten. 

Eine bestimmte Beziehung zwischen dem Gehalt an freiem und 
dem an gebundenem Zucker besteht nicht. Als einziger Befund, 
der auch von anderer Seite kiirzlich erhoben wurde, kann gelten, 
daB sich bei Carcinomatésen und Tuberkulésen mehr hohe Werte fiir 
die Hy-S finden als bei Normalen und Patienten mit anderen Krank- 
heiten. 

Anhang. 


Tabelle I. 








Nr. sooner Hy-S Nr sialon Hy-S 
1 1,41 1,09 15 1,05 0,92 
2 1,37 0,71 16 1,30 0,78 
3 1,30 0.85 17 0,99 0,94 
4 1,31 0,62 18 1.05 1,03 
5 1,31 0,45 19 1,46 0,58 
6 1,31 0,76 20 1,44 0,60 
7 1,00 1,0) 21 1,32 0,56 
8 1,17 0,79 22 1,12 0,87 
9 1,07 0.49 23 1,50 0,47 

10 1,10 0.86 24 1,02 0,41 

11 0,93 1.10 25 1,31 0,66 

12 1,03 0,55 26 1,12 0,84 

13 0,90 0,79 27 1,04 1.49 

14 | 1.17 1,07 28 1,10 1,32 


Tabelle Ia. 





Mit Grenzen von 


Anzahl " - 
freiem Blutzucker Hy-S 
3 0,90 bis 0,99 0.79 bis 1,10 
13 1,00 . 1,20 041 ., 1.49 
12 130 . 1,50 0.45 . 1,09 
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Tabelle 1V. Verschiedene andere Krankheiten. 

Nr Freier Blutzucker Hy-S Diagnosen 

1 1,60 0.68 Basisfraktur 

2 1,36 0.50 Herzfehler (dekompensiert ) 

3 1.09 1.00 Herzinsuftizienz 

+ 1,07 1,26 Hysterie 

5 1,28 1.44 Gallenblasenentziindung 

6 1,28 0,93 Gelbsucht, Gallensteine 

7 0.89 1.04 Pharyngitis 

8 2,31 0.72 Dekompensierter Aortenfehler 
9 1,53 0.50 Magenkatarrh 

10 1,75 1.58 Herzfehler (dekomp.) Wassersucht 
11 1,36 0,82 Buergersche Krankheit 

12 1,32 0.75 Magenbeschwerden (?) 

13 2,07 1.04 Endarteritis obliterans 

14 1.18 O.85 Adnexerkrankung, Pyosalpinx 
15 2,04 0.89 Hypertension, Albuminurie 
16 1,19 0,79 Ischias 

17 2,23 1,16 Diabetes 

18 1,18 0.69 Bronchitis, Bronchiektasien 
19 1,24 0.91 Rekonvaleszens, Schwache 
20 0.88 0.61 Pneumothorax (spontan) 
21 1,68 0.84 Magengeschwiir (?) 
22 2,03 0,75 Hypertension (Cystitis) 
23 1,29 0,94 Bronchitis 
24 1,04 1,05 Colitis (Dysenterie?) 
25 2.40 0.84 cerebr. Arteriosclerose 
26 1,72 1,12 Herzfehler, Lungeninfarkt 
27 1,47 1,57 Meningitis 
28 1,60 1,41 Prostatahypertrophie 
29 1,49 1,55 Herzfehler 
30 1,25 0.78 Ischias 
31 1,50 0,96 Arteriosklerose, Paralysis agitans 
32 1,05 0,74 Herzfehler 
33 1,93 1,16 Herzfehler, Nephritis 
34 1,31 1,34 Endocarditis, Sepsis 
35 1,52 1,80 Myodegeneratio cordis 
36 1,90 1,11 Hemiplegie 
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Tabelle 1V (Fortsetzung). 








Nr 


Freier Blutzucker 


1,29 
1,68 
1,34 
1,64 
1,41 
2,21 
1.56 
1,56 
1,39 
1,34 
2,18 
1,35 


Hy-S 


1,04 
0,83 
0.87 
0,97 
1,41 
1,55 
1,92 
0,94 
1,14 
0.76 
1,06 
1,54 
1,63 
1,01 
1,24 
1,37 
1,24 
2,01 
1,58 


1,16 


Tabelle 


Diagnosen 


Kkzem 

Endokarditis 

Nephritis 

Apoplexie 

Polyarthritis 
Polyarthritis rheumatica 
Pneumonie 
Myodegeneratio 
Hypertension, Nephritis 
Gallensteine 

Nephrose 
Myodegeneratio 
Rheumatische Arthritis 
Lues laryngis 
Meningealcyste 
Blasenblutung 
Hypertension 
Pneumonie 

Asthma 


Magenbeschwerden 


IVa. 





Anzahl 


16 


21 


freiem Blutzucker 


Mit Grenzen von 


0.77 bis 0,90 


1,10 
1,31 
1,61 
2,01 


1,30 
» 1,00 
» 200 


» 2,07 


Hy-S 


0.61 bis 1,63 
0,69 , 1,58 
0.50 . 2.01 
0,83 . 1.58 


0,54 , 1,55 





Uberfiihrung von Milchsiure in Brenztraubensiure 
mittels Bakterium Delbriicki. 


Von 
Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


‘Eingegangen am 14. Januar 1982.) 


Unter richtig gewahlten Bedingungen sind Glykolyse verursachende 
Zellen fast ausnahmslos imstande, den umgesetzten Zucker praktisch 
vollkommen zu Methylglyoxal desmolytisch aufzuspalten. Fest steht 
ferner, daB Methylglyoxal seinerseits durch beinahe simtliche Zellarten 
quantitativ zu Milchsaure dismutiert werden kann. Insbesondere sind 
diese Fahigkeiten fiir Milchséure bildende Mikroben! eindeutig erwiesen, 
und zwar sowohl fiir die Erreger der echten Milchséiuregarung (Lacto- 
bazillus und B. Delbriicki) als fiir Bazillen, die auBer Milchsaéure noch 
andere Produkte liefern, wie B. lactis aerogenes, B. coli und B. pro- 
pionicus. Neuerdings® ist es auch gegliickt, gegen zugefiigtes Methyl- 
glyoxal besonders empfindliche Milchséiurebildner (z. B. B. casei ¢ 
und Streptobacterium casei) zur Dismutation dieses Substrates zu 
veranlassen; man braucht nur die Konzentration des hinzugegebenen 
Ketonaldehyds zu verringern in Wiirdigung des biologisch eigentlich 
selbstverstandlichen Umstandes, daB die reaktionsfaihige Dicarbony]- 
verbindung nicht von allen Erregern gleich gut vertragen wird. Im Fall 
der Vergarung von Zucker wird ja eine Methylglyoxal-modifikation in 
statu nascendi sofort weiter verarbeitet, ohne sich anzuhdufen. 

Somit darf es als gesichert® gelten, daB bei der Glykolyse Zucker 
in 2 Mol Methylglyoxal zerlegt wird, und daB aus diesem die Milchsaure 
durch unmittelbare Dismutation hervorgeht. DaB die Isolierung des 
Methylglyoxals am besten gelingt, wenn den genannten Erregern 
Hexose-phosphat als Ausgangsmaterial dargeboten wird, steht in gutem 
Einklang mit der bemerkenswerten Beobachtung von A. J. Virtanen, 


' ©. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925; 166, 482, 1925; 
C’. Neuberg u. E. Simon, ebendaselbst 186, 331, 1927; C. Newberg u. M. Kobel, 
ebendaselbst 207, 232, 1929; Cl. Fromageot, ebendaselbst 216, 467, 1929; 


('. Neuberg u. M. Scheuer, Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. 138, 


1031, 1929; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 3068, 1930. 

2 E. Simon, Zentralbl. f. Bakt., IT. Abt., 85, 269, 1932. 

3 Vel. C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 232, 1929; 
Virtanen, Orla-Jensen-Festschrift 1981, S. 70. 

4 4.J. Virtanen, H. 188, 136, 1924: Chem. Centralbl. 1925, Ll, 1609. 
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dab auch die Milchsaurebakterien den Zucker zunachst phosphorylieren, 
ferner mit dem Befunde von A. T'ychowski und M. Kobel!, welche die 
quantitative Uberfiihrung reinen Hexose-di-phosphats in Milchsiure 
mittels des B. Delbriicki erreichen konnten. 

Im Hinblick auf die erwaihnten Verhaltnisse der Bildung sowie 
Dismutation des Methylglyoxals war die Behauptung von S. Kostytschew 
und S. Soldatenkov? auffallend, daB die Milchsiure bei der Vergarung 
von Zucker mittels echter Milchsaurebakterien durch Reduktion zuvor 
erzeugter Brenztraubensaure entstehen solle. Es heiBt wortlich bei 
den Autoren: .,Auf den ersten Blick kénnte es scheinen, dais Methyl- 
glyoxal direkt in Milchséure tibergehen kénnte; der Garungsvorgang 
schlagt aber den Weg iiber die Zwischenstufe von Brenztraubensaure 
ein. Die Reduktion spielt also eine wichtige Rolle bei der Milchsiure- 
garung. 

Diese Auffassung ist offenbar dadurch zustande gekommen, dab 
eine Ubertragung des Paradigmas fiir die Zuckerspaltungen mittels Hefe 
auf den ProzeB der bakteriellen Lactat-bildung vorgenommen wurde 
Ubersehen wurde dabei jedoch, daB die Ansammlung von Pyruvinat 
(Oxydationsstufe) eine reduktive Gegenleistung zur Folge haben miibte. 
Kin hydrierter Stoff (etwa Glycerin oder Propionsaure) tritt aber so wenig 
wie freier Wasserstoff bei der wahren Milchséuregaérung auf. Spater® 
haben die russischen Autoren die Vermutung ausgesprochen, daB eine Ent- 
stehung von Brenztraubensdure oder Methylglyoxal unter der Wirkung 
von Abfangmitteln mit den natiirlichen Erscheinungen nicht vergleich bar 
sei, sondern daB hierbei normalerweise gar nicht erzeugte Korper 
isoliert wiirden. Nachdem nun durch die neuen Methoden von C. Neuberg 
und M. Kobel*, die ohne jedes Abfangmittel arbeiten, tiberal]l das 
Methylglvoxal und bei der Spaltung von Zucker durch Kulturheten 
(ober- und untergirigen Charakters) zudem die Brenztraubensaure 
gefaBt war, entbehrt diese auch sonst recht anfechtbare AuBerung der 
tatsichlichen Begriindung. Im folgenden wird gezeigt, daB leider die 
Ansicht Kostytschews und seiner Mitarbeiter von der primairen Ent- 
stehung der Brenztraubensaure aus Zucker uberhaupt nicht zutrifft 
Einen gewissen Widerspruch zu den Angaben der russischen Autoren 
bedeuten bereits die Befunde von A.J. Virtanen, H. Karstrém und 
R. Back®, die feststellten, daB Brenztraubensadure in zuckerfreier 
Nahrbouillon als Kohlenstoffquelle fiir Milchsaéurebakterien nicht ver- 


1 A. Tychowski u. M. Kobel, diese Zeitschr. 209, 134, 1929. 
2 S. Kostytschew u. S. Soldatenkov, H. 168, 124, 1927. 
) S. Kostytschew, W.Gwaladse u. P. Eliasberg, H. USS, 127, 1930. 
4 ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 216, 493, 1929 
und an anderen Stellen. 
5 4.J. Virtanen, H. Karstrém u. R. Back, H. 151, 232, 1926. 
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wertbar ist und daB die Milchséure-gérung in Gegenwart von Calcium- 
sulfit in derselben Weise abliuft wie ohne Sulfit. 

Der direkte Beweis dafiir, daB die Brenztraubensdure sekunddr aus 
der Milchsdure entsteht, liegt, wie man zeigen kann, darin, daB Brenz- 
traubensdure bei der Kultivierung von B. Delbriicki auf Lésungen von 
fertigem reinen Calcium-lactat auftritt. Die dabei innegehaltenen Be- 
dingungen waren dieselben, wie sie Kostytschew (|. c.) fiir die Vergirung 
von Zucker gewahlt hat, mit dem zur Klarstellung der wirklichen Ver- 
haltnisse gebotenen Unterschiede, daB statt des Zuckers Calcium- 
lactat in der empfohlenen Nahrlésung — einer Abkochung von Hefe 
und Erbsenmehl — verwendet wurde. Die Ausbeuten, die auf diese 
Weise erzielt wurden, waren an sich recht klein, jedoch in den Ver- 
suchen mit Lactat als Substrat etwa die gleichen, wie sie die russischen 
Autoren mit Zucker? zu verzeichnen hatten. 

Der Ubergang von Milchsaiure in Brenztraubensiure ist als eine 
Dehydrierung der «-Oxysaure zur «-Ketosaéiure zu deuten. Ob sie im 
vorliegenden Fall durch einen in der Nahrlésung oder in der Bakterien- 
substanz enthaltenen Wasserstoffakzeptor hervorgerufen wird, oder 
ob der bei Anordnung der steril durchgefiihrten Versuche médgiiche 
Zutritt atmospharischen Sauerstoffs (s. 8.492) die Oxydation herbei- 
fiihrt, muB dahingestellt bleiben und ist fiir die Frage dieser Brenz- 
traubensaure-entstehung an sich ohne Belang. 

Die Dehydrierung der Milchsiure zu Brenztraubensiure, die unter 
geeigneten Umstiénden auch weiter zersetzt werden kann, ist heute nicht 
mehr tiberraschend, nachdem dieser Vorgang in zahlreichen Fallen und mit 
den verschiedensten Zellarten verwirklicht worden ist, so von A. Harden und 
R. V. Norris, W. Palladin, D. Sabinin und E. Lowtschinowskaja, A. v. Lebe- 
dew, P.Mazé und M. Ruot, J.Supniewski, E. Kayser, J. H. Quastel, 
M. Stephenson und M.D. Wetham, T.K. Walker und P. D.Coppock, 
A. Hahn, W. Haarmann und E. Fischbach? u.a.  Angemerkt sei ferner, 
da8 nach den Darlegungen von O. Warburg und W. Christian® die Quelle 
der bei Versuchen mit intakten Blutzellen entstandenen Brenztraubenséure 
glykolytisch erzeugte Milchsiure oder deren Vorstufe war. Alle diese 
Befunde stehen nicht im Widerspruch zu dem Umstande, da®8 milchsaure- 
bildende Bakterien, gleich vielen Zellen, gelegentlich auch phytoche mische 
Reduktionen leicht angreifbarer Stoffe vollbringen *. 





* Ob iiberhaupt Zucker die Muttersubstanz des Pyruvinats in Kostyt- 
schews Versuch mit Bac. acidificans longissimus gewesen ist, erscheint jetzt 
zweifelhaft, da in diesem Falle seine Nahrfliissigkeit ausdriicklich mit 
Calciumlactat versetzt wurde. 

2 Literatur siehe bei M/. Kobel u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 229, 238. 
1930; vgl. auch H. Wieland u. O. B. Claren, A. 492, 201, 1932. 

3 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931, u. z. 8. 224; 
vgl auch B Mendel u. Mitarbeiter. Kli. Wo. 10, 118, 1931; O. Rosenthal, 
diese Zeitschr. 244, 147, 1932. 

4 Vgl. ©. Newberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 190, 226, 1927: 
W.N. Schaposchnikov u. J.P. Zacharow, ebendaselbst 216, 325, 1929. 
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Acetoin, Diacetyl oder 2, 3-Butylenglykol, deren Bildung durch 
echte Milchsaéurebazillen bisher nie einwandfrei erwiesen ist, traten 
auch unter meinen Versuchsbedingungen nicht auf. 

Auf Grund der oben mitgeteilten Befunde und in Hinblick auf 
Zusammenhange zwischen Milchsauregarung und alkoholischer Zucker- 
spaltung wird man sich von neuem die Frage vorlegen diirfen, ob die 
von A. Fernbach und M. Schoen beobachtete Bildung von Brenztrauben- 
siure bei der Vergirung von Zucker mittels oxydierender Spezialhefen 
in Gegenwart von Calciumearbonat vielleicht auf sekundarer Dehydrie- 
rung von Milchséure beruht!; denn die Menge des zugleich erzeugten 
Lactats* war in den Versuchen dieser Forscher bedeutend. Die Méglich- 
keit, daB die Brenztraubensaure in diesen Fallen durch nachtragliche 
Oxydation von Milchsaiure entstanden ist, haben die Autoren iibrigens 
selbst erwogen, ohne — soweit zu sehen ist — eine Entscheidung 
getroffen zu haben. Die oxydative Pyruvinat-produktion ware in 
ihrem Chemismus durchaus verschieden von der anaeroben Entstehung 
der Brenztraubensaure unter den Versuchsbedingungen von C. Neuberg 
und M. Kobel®. Bei diesen erscheint eine Umwandlung von Lactat 
in Pyruvinat durch normale Hefen schon deshalb als ausgeschlossen, 
weil die aquivalente Menge Glycerin nachzuweisen ist; man kann sich 
aber kaum vorstellen, daB8 Trioxypropan anders als durch einen mit 
der Brenztraubensaure-bildung gekoppelten reduktiven Vorgang bei 
der zymatischen Zuckerspaltung entsteht. 

Als ein Nebenbefund sei mitgeteilt, daB unser Stamm von B. Delbriicki 
in einer Lésung von Calciumpyruvinat in der erwaihnten Niahrfliissigkeit 
12 Tage am Leben blieb, darin wuchs und die Brenztraubensaéure zum Ver 
schwinden brachte*. Uber die Reaktionsprodukte kann vorlaufig nichts 
ausgesagt werden, weil bei der Komplexitaét der Nahrlésung sich analytische 
Sechwierigkeiten geltend machen. Die fiir ein Wachstum des B. Delbriicki 
ganz unnétige Zusammenstellung der Niahrfliissigkeit muBte ich aber 
wahlen, um die Versuchsbedingungen der russischen Gelehrten einzuhalten. 

Immerhin ergibt sich, daB8 eine mineralische Nahrlésung nicht Vor- 
bedingung fiir diese Entstehung von Brenztraubensiure ist, sondern daB 
sie auch in Anwesenheit organischer Stickstoffquellen vor sich geht. 

Experimentelle Belege. 
Verhalten gegeniiber Invertzucker. 

100 g_untergarige Hefe, 20 g Calciumlactat und 40g Erbsenmeh|! 

wurden in | Liter Leitungswasser suspendiert und 2 Stunden auf dem 


1 A. Fernbach u. M. Schén, Compt. rend. 170, 764, 1920. 

2 Vgl. hierzu auch E. Aubel, L. Genevois u. J. Salabartan, ebendaselbst 
182, 989, 1926. 

3 OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 229, 446, 1930; M. Kobel, 
ebendaselbst 243, 406, 1931. 

4 Eine reine wasserige Lésung von Calciumpyruvinat zersetzte sich 
bei gleicher Temperatur in dieser Zeit nicht nennenswert. 





492 E. Simon: 


Wasserbad auf etwa 70 bis 75° erwarmt. 900 ccm des klaren Filtrat- 
wurden darauf mit 250 ccm 40°, iger Invertzuckerl6sung sowie mit 50 g 
Kreide zusammengebracht und an drei aufeinander folgenden Tagen 
im 2-Liter-Kolben mit VerschluB durch Wattebausch sterilisiert 

10 cem dieser Nahrlésung wurden mit drei Osen einer Reinkultu: 
von B. Delbriicki beimpft und 2 Tage im Brutschrank bei 48° belassen, 
wobei starke Garung (Tribung und CO,-Entwicklung) eintrat. Darauf 
wurde die gesamte Nahrlésung mit dieser Delbriicki-Vorkultur beimpft ; 
am ersten Tage wurden 0,3 g Semicarbazid-chlorhydrat, am zweiten 
und dritten Tage je 1,9g, am vierten Tage 0.7 g hinzugefiigt. Wahrend 
6 Tagen fand trotz Anwesenheit eines zuerst von C. Neuherg und 
E. Reinfurth' empfohlenen und dann von Kostytschew und anderen 
als Abfangmittel verwendeten wenig giftigen Saéurehydrazids lebhafte 
Garung statt. Die Dauer des Versuchs betrug 12 Tage. Nach diesem 
Zeitpunkt wurden Proben entnommen und auf sterile Maische ab- 
geimpft. Das Wachstum war deutlich, und die mikroskopische Kontrolle 
ergab, daB die Bakterien véllig rein waren. 

Die Aufarbeitung erfolgte genau nach den Angaben von Kostytschew, 
Gwaladse und Eliasberg (l.c.). Die Menge des durch NaOH gelésten 
und mit HCl wieder ausgefallten Hydrazons, das zunachst braun 
gefarbt war, belief sich auf 0,32 g. Durch Umkristallisieren aus etwa 
200 ccm heiBem Wasser unter Zugabe von Tierkohle wurde ein schwach 


gelb gefarbtes Produkt erhalten, das bei langsamer Erhitzung bei 181° 
unter Zersetzung schmolz. Die Mischung mit reinem Brenztraubensaure- 
phenylhydrazon verursachte keine Depression. 


Verhalten gegeniiber Calciumlactat. 

Die Naihrlésung besaB die gleiche Zusammensetzung wie zuvor be- 
schrieben; statt des Invertzuckers wurden 150 g reines Calcium-d, l-lactat. 
(C3H,;O03).Ca + 5 H,O, zu 1 Liter Nahrflissigkeit gegeben. Von dieser 
zuvor sterilisierten Lésung wurden 50cem mit B. Delbriicki beimpft. 
und nach zweitagiger Aufbewahrung bei 48° wurde der Gesamtansatz 
mit dieser Vorkultur beimpft. 

Zur Kontrolle wurde 1 Liter der gleichen Nabrfliissigkeit ohne 
Calciumlactat ebenfalls mit B. Delbriicki besat. 

Am zweiten Tage wurden zu beiden Versuchen je 1,.9g Semi- 
carbazid-chlorhydrat, am vierten Tage ebenfalls 1,9 g, am sechsten 
Tage 1,0 g hinzugefigt. 

Die Dauer der Versuche war 12 Tage. Auf Maische iibertragen 
Proben zeigten, daB in beiden Ansatzen die Bakterien noch in Reinkultut 
vorhanden waren und unverminderte Wachstumsfahigkeit besaBen. 


1 (. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281. 1920 
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Die Aufarbeitung geschah in nachstehender Weise: Die Reaktions 
gemische wurden kurz aufgekocht und filtriert In einem aliquoten 
Teil wurde das in Lésung befindliche Calcium durch Analyse ermittelt 
und darauf mit etwas weniger als der berechneten Menge Sodalésung 
entfernt. Das ganz schwach sauer reagierende Filtrat wurde bei 
Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Verdunstungskasten weit 
gehend eingeengt. Der Riickstand wurde in heibem Wasser auf 
genommen, von Verunreinigungen abfiltriert und mit Phosphorsaur 
stark angesauert; die etwas getriibte Fliissigkeit wurde sodann wahrend 
mehrerer Tage im Perkolator ausgeaithert. Die restierende wasserig« 
Lésung wurde darauf vom Ather abgetrennt, mit dem gleichen Volumen 
Wasser verdiinnt und mit 5cem Phenylhydrazin sowie konzentrierte! 
HCl bis zur Lésung des letzteren versetzt'. Im Lactatversuch trat 
dabei ein Niederschlag auf, der nach vierstiindigem Stehen abzentri 
fugiert, in Wasser suspendiert und in Ather aufgenommen wurde 
Die atherische Lésung wurde iiber gegliihtem Na,SO, getrocknet 
auf etwa 40 ccm am Wasserbad eingeengt und in etwa 300 cem Benzin 
tropfenweise eingegossen. Der sich hierbei ausscheidende gelb gefarbt: 
Niederschlag wurde abgesaugt und getrocknet. Seine Menge machte 
O.75¢ aus. 

0,25 ¢ der Substanz wurden aus 200cem heiBem Wasser unter 
Zusatz von Tierkohle umkristallisiert. 

Die im Vakuumexsikkator getrocknete Verbindung war schwacl 
gelb gefarbt und schmolz unter Zersetzung bei 181° (langsame Erhitzung 
In der Mischung mit authentischem Material blieb der F. unverandert 

4,530 mg Substanz: 10,080 mg CO, und 2,350 mg H,O. 

4,214 ,, a 0,5714cem N (24°, 763 mm, 50°, KOH). 

CyHyN,O,. Ber.: C = 60,64%, H = 566%. N = 15,73%; 

(178.1) gef.: € 60,69°.. H 5,80°, N 15,65 %. 
Es lag somit reines Brenztraubensaure-phenylhydrazon vot 
Aus dem Kontrollansatz ohne Lactat-zugabe wurde keine Spur 


Brenztraubensaure erhalten. — 


Die Behauptung, daB bei der Milchsiuregarung von Zucker dis 


Brenztraubensaure ein Zwischenprodukt sei, ist nicht haltbar 


1 Die Reaktion, die sich abspielt, beruht auf dem bekannten Austausch 
des Semicarbazidrestes gegen den Phenylhydrazinrest ; vgl. hierzu C. Newhe) 
u. M. Kobel, diese Zeitschr. 191. 476. 1927; 199, 230, 1928 








Bemerkungen zu der Arbeit von L. P. Rosenow: 
«Uber das Vitamin der Massenbildung (M)-. 


Von 
A. Seheunert (Leipzig). 


(Eingegangen am 3. Februar 1932.) 


Unter der im Titel angefiihrten Uberschrift hat L. P. Rosenow! iiber 
einige Versuche an Ratten berichtet, aus denen er die Existenz eines be- 
sonderen Vitamins M, welches er Vitamin der Massenbildung nennt, folgert. 
Er schlieBt dies daraus, daB8 junge Ratten bei alleiniger Schwarzbrot- 
fiitterung nach einiger Zeit zu wachsen aufhéren und Gewichtsriickgang 
zeigen, und daB es ihm nicht gelang, durch Lebertran- und spéater Kartoffel- 
zugaben den Gewichtsriickgang zum Stillstand zu bringen. Da aber die 
Zugabe von Heu das Wachstum wieder in Gang brachte und Mangel- 
erscheinungen, die im auBeren Aussehen der Tiere zum Ausdruck kamen, 
behob, schlieBt er auf die Anwesenheit eines neuen Vitamins. Dieser Schluf 
ist nicht im geringsten durch den Versuch gestiitzt und deshalb durchaus un- 
zuldssig. 

DaB Ratten mit alleiniger Schwarzbrotnahrung auf die Dauer nicht 
wachsen kénnen und sich auch, wahrend sie noch Gewichtszunahmen zeigen, 
nur ganz ungeniigend entwickeln, ist eine Selbstversténdlichkeit, denn 
Schwarzbrot, selbst wenn es Vollkornbrot ist, zeigt viele Nahrstoffmangel. 
Es fehlt ihm von Vitaminen Vitamin A und D und auch das iibrigens fii 
Ratten vermutlich nicht in Betracht kommende Vitamin C. Ebenso ist 
unsicher, ob der Vitamin-B-Gehalt geniigt. Schwarzbrot ist vor allem 
aber arm an Ca, Na, Cl und J. Dann ist fiir junge wachsende Ratten 
der EiweiBgehalt des Schwarzbrotes unzureichend. Selbst wenn wir die 
biologische Wertigkeit des SchwarzbroteiweiBes als voll geniigend ansehen 
wollen, was fiir das Schwarzbrot des Herrn Rosenow erst bewiesen werden 
miiBte, ist der Gehalt einer Ration von 3 bis 4°, EiweiB ungeniigend. 
um gutes Wachstum solcher Tiere zu sichern. Die Grundnahrung des 
Herrn Rosenow ist also in vieler Richtung ungeniigend. Eine Lebertran 
zugabe geniigt selbstverstandlich nicht, um die Mangel zu beheben, denn 
Lebertran fiihrt nur Vitamin A und D zu. AuBerdem wird er in reine? 
Form (FRosenow hat ihn in einem Schalchen den Ratten zum Trinken an 
geboten) meist verschmaht und wirkt, wenn er in solchen viel zu groBben 
Mengen aufgenommen wird, schadlich, wie alle wissen, die sich mit solchen 
Arbeiten beschaftigt haben. Auch die Kartoffelzufuhr kann den Schaden 
der Schwarzbrotkost nicht ausgleichen. Kartoffel verbessert den EiweiB- 
gehalt der Schwarzbrotkost zwar qualitativ, aber quantitativ nicht in 
geniigendem MaBe, und Kartoffeln haben auch Mangel an Vitamin A und D 


' Diese Zeitschr. 244, 413, 1932. 
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A. Scheunert: Bemerkungen zu der Arbeit von L. P. Rosenow 1D 


und weiter einen fur den Bedarf der Ratte ganz unzweckmaBig zusammen 
gesetzten Mineralgehalt. Die Mineralstotfe der Kartoffel vermégen die 
Mineralmangel! des Brotes nicht zu erganzen. Dazu kommt, daB PRosenou 
rohe und gar noch gekeimte Kartoffeln mit Schale und Keim verabreicht 
hat. Da Keime Solanin enthalten, kann somit auch eine Giftwirkung 
eintreten, und es ist schon daraus erklarlich. daB die Tiere nach kurzer 
Zeit diese Nahrung verschmahten. Es ist also nichts Wunderbares. daB die 
Ratten in dem Rosenowschen Versuch nicht wachsen konnten. sondern es 
ist das selbstverstandlich. 

DaB nun aber die Heuzugabe auf einmal das Wachstum in Gang brachte 
ist auch wieder eine Selbstverstandlichkeit: denn von Heu wissen wir, dab 
es gerade alle die Substanzen. welche den GetreidekOrnern fehlen, in aus 
giebigem MaBe enthalt und somit sowohl die Vitaminmangel als auch die 
Mineralstoffmangel und auch das Eiwei®B erganzt. Es ist Herrn PRosenow 
zu empfehlen. die Arbeiten von MeColluwm und Mitarbeitern tiber die bio 
logische Analyse von Nahrungs- und Futtermitteln zu lesen oder den ganzen 
Fragenkomplex in dem bekannten Buch von MeCollum und Simmonds: 
..The newer knowledge of nutrition”: zu studieren. Daraus ist zu erkennen, 
daB in allen diesen Fragen schon volle Klarheit besteht. Heu gehdért eben 
zu denjenigen Nahrungsmitteln, die MWeCollum als ..Protective food" be 
zeichnet. 

Rosenow berichtet dann weiter iiber einen Versuch mit Hefe. bei deren 
Vertiitterung er Ratten bei guter Entwicklung und Fortpflanzung tibet 
mehr als 400 Tage gehalten hat. Abgesehen davon, daB das aus alten 
Versuchen von W. Voltz, die schon vor der Vitaminara lagen, bekannt ist, 
ist es auch nicht weiter verwunderlich, da in der Hefe ein vollstandiger 
ptlanzlicher Organismus vorliegt, dem bekanntermaBen hervorragende 
S\ nthetische EFigenschatten innewohnen. Der Versuch ron Rose now heweist 
also nichts fiir die Evistenz eines neuen Vitamins. 

Ich habe zu der Frage nur deshalb Stellung genommen,. weil det 
alarmierende Titel der Rosenowschen Abhandlung die Gefahr herauf 
beschwort, da®B unter dem Schlagwort der Entdeckung eines neuen Vitamins 
clie Angelegenheit in die Laienpresse gelangen und auf diese Weise Ver 
wirrung stiften und Schaden hervorrufen kann. Weiter aber erscheint es 
auch im Hinblick auf die jetzt vielfach iibliche Bearbeitung von Ernahrungs 
fragen mit Rattenversuchen nétig. darauf hinzuweisen, daB alle solche 
Versuche nur dann Beweiskraft haben und brauchbare Resultate ermédglichen. 
wenn sie unter sorgfaltigster Beriicksichtigung der Zusammensetzung det 
Kost und der Bediirfnisse des Versuchstieres an Nahrstoffen durchgefiilirt 
werden. Alles andere ist wertlos. 


Berichtigung. 

In der Arbeit von W. Brandt, H. Mattis und E. Nolte: ,,Cher 
die Einwirkung verschiedener JodeiweiB-Spaltprodukte auf Ent- 
wicklungs- und Regenerationsvorgange*’, diese Zeitschr. 2 3, 369, 1931, 
sind die Unterschriften der beiden Abbildungen zu vertauschen 
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